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DESCRIPCION
Composiciones para tratar la eritropoyesis ineficaz
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional estadounidense con n.° de serie 61/547.932,
presentada el 17 de octubre de 2011.

Antecedentes de la invencion

El glébulo rojo, o eritrocito, maduro es responsable del transporte de oxigeno en los sistemas circulatorios de
vertebrados. Los glébulos rojos contienen altas concentraciones de hemoglobina, una proteina que se une al
oxigeno en los pulmones a una presién parcial de oxigeno (pO-) relativamente alta y suministra oxigeno a zonas del
cuerpo con una pO; relativamente baja.

Los glébulos rojos maduros se producen a partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes en un proceso
denominado eritropoyesis. La eritropoyesis posnatal se produce principalmente en la médula 4sea y en la pulpa roja
del bazo. La accién coordinada de diversas rutas de sefializacidén controla el equilibrio de proliferacién,
diferenciacién, supervivencia y muerte celulares. En condiciones normales, los glébulos rojos se producen a una
tasa que mantiene una masa de células rojas constante en el cuerpo, y la produccién puede aumentar o disminuir en
respuesta a diversos estimulos, incluyendo tensién de oxigeno o demanda de tejido aumentada o disminuida. El
proceso de eritropoyesis comienza con la formacién de células precursoras con compromiso de linaje y avanza a
través de una serie de distintos tipos de células precursoras. Las etapas finales de la eritropoyesis se producen a
medida que los reticulocitos se liberan en el torrente circulatorio y pierden sus mitocondrias y ribosomas mientras
adoptan la morfologia del glébulo rojo maduro. Un nivel elevado de reticulocitos, o una razén reticulocitos:eritrocitos
elevada, en la sangre es indicativo de tasas de produccién de glébulos rojos aumentadas.

La eritropoyetina (EPO) es ampliamente reconocida como el regulador positivo més significativo de la eritropoyesis
posnatal en vertebrados. La EPO regula la respuesta eritropoyética compensatoria a la tensiéon de oxigeno tisular
reducida (hipoxia) y a los bajos niveles de glébulos rojos o bajos niveles de hemoglobina. En seres humanos, los
niveles elevados de EPO fomentan la formaciéon de glébulos rojos mediante la estimulacién de la generacion de
progenitores eritroides en la médula ésea y el bazo. En ratén, la EPO potencia la eritropoyesis principalmente en el
bazo.

Los efectos de la EPO estdan mediados por un receptor de superficie celular perteneciente a la superfamilia de
receptores de citocinas. El gen del receptor de EPO humano codifica para una proteina transmembrana de
483 aminoécidos, mientras que se piensa que el receptor de EPO activo existe como complejo multimérico incluso
en ausencia de ligando (véase la patente estadounidense n.° 6.319.499). El receptor de EPO de longitud completa
clonado expresado en células de mamifero se une a EPO con una afinidad similar a la del receptor nativo en células
progenitoras eritroides. La unién de EPO a su receptor provoca un cambio conformacional que da como resultado la
activacion del receptor y efectos biolégicos incluyendo una proliferacion aumentada de eritroblastos inmaduros, una
diferenciacién aumentada de eritroblastos inmaduros, y una apoptosis disminuida en células progenitoras eritroides
(Liboi et al., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:11351-11355; Koury et al., 1990, Science 248:378-381).

Los médicos usan diversas formas de EPO recombinante para aumentar los niveles de glébulos rojos en una
variedad de entornos clinicos, y particularmente para el tratamiento de anemia. La anemia es una afeccion
ampliamente definida caracterizada por niveles de hemoglobina o glébulos rojos inferiores a los normales en la
sangre. En algunos casos, la anemia esta provocada por un trastorno primario en la produccién o supervivencia de
los gldbulos rojos. Mas habitualmente, la anemia es secundaria a enfermedades de otros sistemas (Weatherall y
Provan (2000) Lancet 355, 1169-1175). La anemia puede ser el resultado de una tasa de produccién reducida o una
tasa de destruccién aumentada de gldbulos rojos o de una pérdida de glébulos rojos debido a sangrado. La anemia
puede ser el resultado de una variedad de trastornos que incluyen, por ejemplo, insuficiencia renal crénica,
tratamiento quimioterapico, sindrome mielodisplasico, artritis reumatoide, y trasplante de médula ésea.

El tratamiento con EPO normalmente provoca un aumento en las hemoglobinas de aproximadamente 1-3 g/dl en
seres humanos sanos a lo largo de un periodo de semanas. Cuando se administra a individuos anémicos, este
régimen de tratamiento a menudo proporciona aumentos sustanciales de los niveles de hemoglobina y glébulos
rojos y conduce a mejoras en la calidad de vida y a una supervivencia prolongada. La EPO no es uniformemente
eficaz, y muchos individuos son resistentes incluso a dosis altas (Horl et al. (2000) Nephrol Dial Transplant 15, 43-
50). Mas del 50 % de los pacientes con céancer tienen una respuesta inadecuada a la EPO, aproximadamente el
10 % con enfermedad renal en estadio final son hiposensibles (Glaspy et al. (1997) J Clin Oncol 15, 1218-1234;
Demetri et al. (1998) J Clin Oncol 16, 3412-3425), y menos del 10 % con sindrome mielodisplasico responden
favorablemente (Estey (2003) Curr Opin Hematol 10, 60-67). Varios factores, incluyendo la inflamacién, la deficiencia
de hierro y vitaminas, una diélisis inadecuada, la toxicidad por aluminio y el hiperparatiroidismo, pueden predecir una
respuesta terapéutica deficiente. Los mecanismos moleculares de la resistencia a la EPO auln no estan claros.
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Evidencias recientes sugieren que dosis mas altas de EPO pueden estar asociadas con un riesgo aumentado de
enfermedad cardiovascular, crecimiento tumoral y mortalidad en algunas poblaciones de pacientes (Krapf et al,,
2009, Clin J Am Soc Nephrol 4:470-480; Glaspy, 2009, Annu Rev Med 60:181-192). Por tanto, se ha recomendado
que los compuestos terapéuticos basados en EPO (agentes estimuladores de eritropoyetina, AEE) se administren a
la dosis mas baja suficiente para evitar la necesidad de transfusiones de glébulos rojos (Jelkmann et a/., 2008, Crit
Rev Oncol Hematol 67:39-61).

La eritropoyesis ineficaz es un término usado para describir un grupo de trastornos eritroides en los que se
disminuye la produccién de eritrocitos a pesar de un aumento en las etapas méas tempranas de la eritropoyesis
(véase, por ejemplo, Tanno, 2010, Adv Hematol 2010:358283). La eritropoyesis ineficaz a menudo da lugar a
anemia, niveles elevados de eritropoyetina, la formacién de nimeros excesivos de precursores de glébulos rojos y
hemocromatosis. Estos fen6menos pueden conducir a su vez a esplenomegalia, trastornos hepaticos y cardiacos y
dafio éseo, asi como otras complicaciones. Debido a que los niveles de eritropoyetina endégena habitualmente son
muy altos en pacientes con eritropoyesis ineficaz, los productos terapéuticos basados en EPO a menudo no trataran
la anemia en estos pacientes o pueden provocar un agravamiento de otros aspectos de la enfermedad, tales como
esplenomegalia y hemocromatosis.

Por tanto, un objeto de la presente divulgacion es proporcionar métodos alternativos para aumentar los niveles de
glébulos rojos y/o abordar otros trastornos en el contexto de la eritropoyesis ineficaz.

Sumario de la invencién

La invencién se define mediante las reivindicaciones adjuntas. Por tanto, la invencién se refiere a un polipéptido para
sSu uso en el tratamiento de eritropoyesis ineficaz en un paciente con talasemia, en donde el polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID
NO: 1, y en donde el polipéptido comprende un aminoéacido &cido en la posicién correspondiente a la posicién 79 de
SEQ ID NO: 1, en donde el polipéptido es capaz de unirse a GDF8 y/o GDF11.

En realizaciones preferidas, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 95 %
idéntica a la secuencia de aminoécidos 29-109 de SEQ ID NO: 1.

En realizaciones preferidas adicionales, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el
98 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones preferidas, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la
secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1, pero en donde el polipéptido comprende un aminoéacido acido
en la posicién correspondiente a la posiciéon 79 de SEQ ID NO: 1.

En ofras realizaciones o realizaciones incluso mas preferidas, el polipéptido comprende una secuencia de
aminoécidos que es al menos el 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 25-131 de SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones preferidas, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 95 %
idéntica a la secuencia de aminoécidos 25-131 de SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones preferidas, el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos 25-131 de SEQ ID NO: 1,
pero en donde el polipéptido comprende un aminoécido acido en la posicién correspondiente a la posiciéon 79 de
SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones o realizaciones incluso mas preferidas, el polipéptido es una proteina de fusién que
comprende un polipéptido de ActRIIB y un dominio Fc de inmunoglobulina.

En realizaciones preferidas de las ultimas realizaciones, la proteina de fusiébn comprende ademas un ligador no
estructurado posicionado entre el dominio Fc y ActRIIB.

En ofras realizaciones preferidas, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 %,
el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 100 % idéntica a SEQ ID NO: 28.

En realizaciones preferidas adicionales, el polipéptido consiste en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 28.

En otras realizaciones o realizaciones incluso mas preferidas, el aminoacido &cido es acido aspartico (D) o acido
glutamico (E).

En realizaciones preferidas adicionales, el paciente tiene esplenomegalia.

En realizaciones preferidas alternativas, el paciente tiene hemocromatosis.
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En parte, la divulgacion demuestra que pueden usarse trampas de GDF para tratar la eritropoyesis ineficaz y los
trastornos y sintomas que estan asociados con la eritropoyesis ineficaz, incluyendo, sin limitacién, anemia,
esplenomegalia, hemocromatosis, médula 6sea hipercelular, niveles elevados de eritropoyetina endégena y dafio
6seo. El uso de trampas de GDF para aumentar los niveles de glébulos rojos, por ejemplo, para tratar la anemia, se
describié en los documentos WO 2010/019261 y WO 2011/020045. En particular, la divulgacién demuestra que una
trampa de GDF que es una forma soluble de polipéptido de ActRIIB que tiene un residuo &cido en la posicion 79 de
SEQ ID NO: 1, cuando se administra in vivo, aumenta los niveles de glébulos rojos en la sangre en sujetos sanos
normales, asi como en modelos animales de anemia y eritropoyesis ineficaz. Sorprendentemente, ademés de
aumentar directamente los niveles de glébulos rojos, las moléculas dadas a conocer mejoran otros sintomas
asociados con la eritropoyesis ineficaz, incluyendo esplenomegalia, hemocromatosis y dafio 6seo. En algunos
casos, estos trastornos asociados son de igual o mayor importancia para la salud y calidad de vida del paciente que
la afeccion anémica. Cualquier referencia en el presente documento a métodos de tratamiento mediante terapia
debe interpretarse como una referencia a los compuestos (es decir, polipéptidos), a las composiciones
farmacéuticas y a los medicamentos de la presente invencién para su uso en esos métodos. Por tanto, en el
presente documento se describen, aunque no estan cubiertos por las reivindicaciones, métodos para usar trampas
de GDF para aumentar los niveles de glébulos rojos y hemoglobina en pacientes y para tratar trastornos asociados
con bajos niveles de glébulos rojos en pacientes que lo necesitan. En particular, la divulgacién proporciona métodos
para usar polipéptidos trampa de GDF para tratar complicaciones que surgen de trastornos de eritropoyesis ineficaz,
incluyendo complicaciones importantes tales como anemia, hemocromatosis tisular, eritropoyesis extramedular,
patologia 6sea inducida por eritroblastos y niveles de eritropoyetina inapropiadamente elevados. En tales trastornos,
pueden usarse trampas de GDF para aumentar los niveles de glébulos rojos mientras se reduce la necesidad de
transfusiones de glébulos rojos y terapia de quelaciéon de hierro, y para reducir de ese modo la morbimortalidad
asociada con la acumulacién de hierro en tejidos vulnerables. En parte, puede usarse una trampa de GDF en
combinacién con terapias complementarias existentes para la eritropoyesis ineficaz, incluyendo transfusion de
glébulos rojos y terapia de quelacién de hierro. También pueden usarse trampas de GDF en combinacién con un
agonista de hepcidina para tratar la eritropoyesis ineficaz. Tal como se describe en solicitud de patente
estadounidense n.° 12/012.652, también pueden usarse trampas de GDF para aumentar la masa muscular y
disminuir la masa grasa.

La presente divulgacién proporciona trampas de GDF que son polipéptidos de ActRIIB variantes que pueden tener
alteraciones de secuencia y truncamientos en el extremo amino terminal y el extremo carboxilo terminal. Las
trampas de GDF pueden estar disefiadas para antagonizar preferentemente uno o mas ligandos de receptores
ActRIIB, tales como GDF8 (también denominado miostatina), GDF11, Nodal, y BMP7 (también denominado OP-1).
Los ejemplos de trampas de GDF incluyen un conjunto de variantes derivadas de ActRIIB que tienen una afinidad
muy disminuida por la activina. Estas variantes presentan efectos convenientes sobre los glébulos rojos mientras
que reducen los efectos sobre otros tejidos. Los ejemplos de tales variantes incluyen aquellos que tienen un
aminodacido 4cido (por ejemplo, acido aspartico, D, o acido glutdmico, E) en la posicién correspondiente a la posicién
79 de SEQ ID NO: 1. En determinadas realizaciones, el polipéptido trampa de GDF comprende una secuencia de
aminoacidos que comprende, consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 28, y polipéptidos que son al menos el 90 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, o el 99 % idénticos al mismo.

También se describen en el presente documento, aunque no estan cubiertos como tal por las reivindicaciones,
preparaciones farmacéuticas que comprenden una trampa de GDF que se une a un ligando de ActRIIB tal como
GDF8, GDF11, activina (por ejemplo, activina B), BMP7 o Nodal, y un portador farmacéuticamente aceptable. La
trampa de GDF puede unirse a un ligando de ActRIIB con una Ky menor de 10 micromolar, menor de 1 micromolar,
menor de 100 nanomolar, menor de 10 nanomolar, 0 menor de 1 nanomolar. La trampa de GDF puede inhibir la
sefializacién de ActRIIB, tal como los acontecimientos de transduccién de sefiales intracelulares desencadenados
por un ligando de ActRIIB. Una trampa de GDF para su uso en una preparacién de este tipo puede ser cualquiera de
las dadas a conocer en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, trampas de GDF que tienen una secuencia
de aminoécidos seleccionada de las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38 6 40, o trampas de GDF que
tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 97 % o el 99 % idéntica
a una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38 6 40, o trampas
de GDF que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 97 % o el
99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37,38 6
40 en la que la posicién correspondiente a L79 en SEQ ID NO: 1 es un aminoacido acido. Una trampa de GDF
preferida para su uso en una preparacién de este tipo consiste en, o consiste esencialmente en, la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26. Una trampa de GDF puede incluir un fragmento funcional de un polipéptido de
ActRIIB natural, tal como uno que comprende al menos 10, 20 6 30 aminoacidos de una secuencia seleccionada de
las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38 6 40 o una secuencia de SEQ ID NO: 2, que carecede 1,2, 3,4, 5
6 10 hasta 15 aminoacidos en el extremo C-terminal y que carece de 1, 2, 3, 4 6 5 aminoacidos en el extremo N-
terminal. Un polipéptido preferido comprendera un truncamiento en relacién con SEQ ID NO: 2 6 40 de entre 2y 5
aminodacidos en el extremo N-terminal y no més de 3 aminoécidos en el extremo C-terminal. Una trampa de GDF
puede incluir una o més alteraciones en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de ActRIIB (por ejemplo, en
el dominio de unién a ligando) en relacién con un polipéptido de ActRIIB que se produce de manera natural. La
alteracién en la secuencia de aminoacidos puede, por ejemplo, alterar la glicosilacién del polipéptido cuando se
produce en un mamifero, insecto u otra célula eucariota o alterar la escisién proteolitica del polipéptido en relacion
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con el polipéptido de ActRIIB que se produce de manera natural.

Una trampa de GDF puede ser una proteina de fusién que tiene, como un dominio, un polipéptido de ActRIIB (por
ejemplo, un dominio de unién a ligando de un ActRIIB con una o més variaciones de secuencia) y uno 0 mas
dominios adicionales que proporcionan una propiedad deseable, tal como farmacocinética mejorada, purificacién
méas facil, direccionamiento a tejidos particulares, etc. Por ejemplo, un dominio de una proteina de fusién puede
potenciar una o mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo, captacién/administracién, localizaciéon o distribucion
tisular, formacién de complejos proteicos, multimerizacién de la proteina de fusién, y/o purificacién. Las proteinas de
fusidén trampa de GDF pueden incluir un dominio Fc de inmunoglobulina (de tipo natural o mutante) o una albumina
sérica. En determinadas realizaciones, una fusién trampa de GDF comprende un ligador relativamente no
estructurado posicionado entre el dominio Fc y el dominio extracelular de ActRIIB. Este ligador no estructurado
puede corresponder a la regidn no estructurada de aproximadamente 15 aminoéacidos en el extremo C-terminal del
dominio extracelular de ActRIIB (la “cola”), o puede ser una secuencia artificial de entre 3 y 5, 15, 20, 30, 50 0 mas
aminoacidos que estan relativamente libres de estructura secundaria. Un ligador puede ser rico en residuos de
glicina y prolina y puede contener, por ejemplo, secuencias de repeticion de treonina/serina y glicinas (por ejemplo,
singletes o repeticiones TG4 (SEQ ID NO: 13) 0 SG4 (SEQ ID NO: 14)) o una serie de tres glicinas. Una proteina de
fusién puede incluir una subsecuencia de purificacién, tal como una etiqueta de epitopo, una etiqueta FLAG, una
secuencia de polihistidina, y una fusién GST. Una fusién trampa de GDF puede comprender una secuencia lider. La
secuencia lider puede ser una secuencia lider de ActRIIB nativa o una secuencia lider heteréloga. La secuencia lider
puede ser una secuencia lider de activador tisular del plasminégeno (TPA). Una proteina de fusién trampa de GDF
puede comprender una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la formula A-B-C. La porcién B es un
polipéptido de ActRIIB con truncamiento en el extremo N-terminal o el extremo C-terminal que consiste en la
secuencia de aminoacidos correspondiente a los aminoéacidos 25-131 de SEQ ID NO: 2 6 40. Las porciones Ay C
pueden ser independientemente cero, uno 0 més de un aminoacido, y ambas porciones Ay C son heterélogas con
respecto a B. Las porciones A y/o C pueden estar unidas a la porcién B mediante una secuencia de ligador.

Una trampa de GDF puede incluir un polipéptido de ActRIIB variante que tiene uno o més residuos de aminoécido
modificados seleccionados de: un aminoacido glicosilado, un aminoéacido pegilado, un aminoacido farnesilado, un
aminoécido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado a un resto lipidico, y un aminoacido
conjugado a un agente de derivatizacién organico. Una preparacién farmacéutica también puede incluir uno o mas
compuestos adicionales tales como un compuesto que se usa para tratar un trastorno asociado a ActRIIB. Una
preparacién farmacéutica puede estar sustancialmente libre de pir6genos. En general, es preferible que una trampa
de GDF se exprese en una linea celular de mamifero que medie adecuadamente la glicosilacién natural de la trampa
de GDF para disminuir la probabilidad de una respuesta inmunitaria desfavorable en un paciente. Se han usado con
éxito lineas celulares humanas y CHO, y se espera que sean Utiles otros vectores de expresiéon de mamifero
habituales.

También se describen en el presente documento, aunque no estan cubiertos como tal por las reivindicaciones,
productos farmacéuticos envasados que comprenden una preparacién farmacéutica descrita en el presente
documento y etiquetada para su uso en el aumento de los niveles de glébulos rojos en un ser humano.

Las trampas de GDF pueden ser polipéptidos de ActRIIB solubles que comprenden un dominio de unién a ligando
(por ejemplo, de unién a GDF8) alterado. Las trampas de GDF con dominios de unién a ligando alterados pueden
comprender, por ejemplo, una 0 més mutaciones en residuos de aminoécido tales como E37, E39, R40, K55, R56,
Y60, A64, K74, W78, L79, D80, F82 y F101 de ActRIIB humano (la numeracién es en relacién con SEQ ID NO: 1).
Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado puede tener una selectividad aumentada para un ligando tal
como GDF8/GDF11 en relacién con un dominio de unidén a ligando de tipo natural de un receptor ActRIIB. A modo
de ilustracion, en el presente documento se demuestra que estas mutaciones aumentan la selectividad del dominio
de unién a ligando alterado para GDF11 (y, por tanto, supuestamente, para GDF8) con respecto a activina: K74Y,
K74F, K741, L79D, L79E, y D80I. Las siguientes mutaciones tienen el efecto inverso, aumentando la razén de unién
a activina con respecto a GDF11: D54A, K55A, L79A y F82A. La actividad de unién (a GDF11 y activina) global
puede aumentarse mediante la inclusién de la regién de “cola” o, supuestamente, una regién de ligador no
estructurado, y también mediante el uso de una mutacién K74A. Otras mutaciones que provocaron una disminucién
global de la afinidad de unién a ligando incluyen: R40A, E37A, R56A, W78A, D80OK, D80R, D80A, D80G, D8OF,
D80M y D8ON. Las mutaciones pueden combinarse para conseguir los efectos deseados. Por ejemplo, muchas de
las mutaciones que afectan a la razdén de unién a GDF11:activina tienen un efecto negativo global sobre la unién al
ligando y, por tanto, estas pueden combinarse con mutaciones que generalmente aumentan la unién al ligando para
producir una proteina de unién mejorada con selectividad de ligando. Segun la invencién reivindicada, una trampa
de GDF es un polipéptido de ActRIIB que comprende una mutacién L79D o L79E, opcionalmente en combinacién
con sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos adicionales.

Opcionalmente, una trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando alterado tiene una razén de Ky
para la unién a activina con respecto a Kq para la unién a GDF8 que es al menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces mayor
en relacién con la razdn para el dominio de unién a ligando de tipo natural. Opcionalmente, la trampa de GDF que
comprende un dominio de unidn a ligando alterado tiene una razén de Clsg para inhibir activina con respecto a Clsg
para inhibir GDF8/GDF11 que es al menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces mayor en relacién con el dominio de unién a
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ligando de ActRIIB de tipo natural. Opcionalmente, la trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando
alterado inhibe GDF8/GDF11 con una Clsg al menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces menor que la Clsg para inhibir
activina. Estas trampas de GDF pueden ser proteinas de fusién que incluyen un dominio Fc de inmunoglobulina (ya
sea de tipo natural o mutante). En determinados casos, las trampas de GDF solubles objeto son antagonistas
(inhibidores) de GDF8 y/o GDF11.

Se contemplan otras trampas de GDF, tales como las siguientes. Una proteina de fusién trampa de GDF que
comprende una porcién derivada de la secuencia de ActRIIB de SEQ ID NO: 1 6 39 y una segunda porcién de
polipéptido, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de
los aminoacidos 21-29 de SEQ ID NO: 1 6 39 (opcionalmente que comienza en 22-25 de SEQ ID NO: 1 6 39) y que
termina en cualquiera de los aminoacidos 109-134 de SEQ ID NO: 1 6 39, y en donde la proteina de fusién trampa
de GDF inhibe la sefializacién mediante activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo basado en células. La proteina
de fusion trampa de GDF anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que
comienza en cualquiera de los aminogcidos 20-29 de SEQ ID NO: 1 6 39 (opcionalmente que comienza en 22-25 de
SEQ ID NO: 1 6 39) y que termina en cualquiera de los aminoacidos 109-133 de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de
fusién trampa de GDF anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza
en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de SEQ ID NO: 1 6 39 (opcionalmente que comienza en 22-25 de SEQ ID
NO: 1 6 39) y que termina en cualquiera de los aminoacidos 109-133 de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de fusion
trampa de GDF anterior, en donde la porciéon derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en
cualquiera de los aminoacidos 21-24 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que termina en cualquiera de los aminoéacidos 109-134
de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de fusiéon trampa de GDF anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB
corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoéacidos 20-24 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que
termina en cualquiera de los aminoacidos 118-133 de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de fusiéon trampa de GDF
anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los
aminodcidos 21-24 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que termina en cualquiera de los amino&cidos 118-134 de SEQ ID NO:
1 6 39. La proteina de fusion trampa de GDF anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una
secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que termina en cualquiera
de los aminodcidos 128-133 de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de fusién trampa de GDF anterior, en donde la
porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-24 de
SEQ ID NO: 1 6 39 y que termina en cualquiera de los aminoacidos 128-133 de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de
fusién trampa de GDF anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza
en cualquiera de los aminoacidos 21-29 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que termina en cualquiera de los aminoécidos 118-
134 de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de fusién trampa de GDF anterior, en donde la porcidén derivada de ActRIIB
corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los aminoéacidos 20-29 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que
termina en cualquiera de los aminoacidos 118-133 de SEQ ID NO: 1 6 39. La proteina de fusiéon trampa de GDF
anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una secuencia que comienza en cualquiera de los
aminodcidos 21-29 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que termina en cualquiera de los amino&cidos 128-134 de SEQ ID NO:
1 6 39. La proteina de fusion trampa de GDF anterior, en donde la porcién derivada de ActRIIB corresponde a una
secuencia que comienza en cualquiera de los aminoacidos 20-29 de SEQ ID NO: 1 y que termina en cualquiera de
los aminoéacidos 128-133 de SEQ ID NO: 1 6 39. Sorprendentemente, los constructos que comienzan en 22-25 de
SEQ ID NO: 1 6 39 tienen niveles de actividad mayores que las proteinas que tienen el dominio extracelular
completo de ActRIIB humano. La proteina de fusién trampa de GDF puede comprender, consistir esencialmente en,
0 consistir en, una secuencia de aminoécidos que comienza en la posicién de aminoacido 25 de SEQ ID NO: 1 6 39
y que termina en la posicién de aminoacido 131 de SEQ ID NO: 1 é 39. El polipéptido trampa de GDF puede
consistir en, o consistir esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, 26, 28, 29, 32, 37 6 38.
Cualquiera de las proteinas de fusién trampa de GDF anteriores puede producirse como homodimero. Cualquiera de
las proteinas de fusién trampa de GDF anteriores puede tener una porcién heter6loga que comprende una regién
constante de una cadena pesada de I1gG, tal como un dominio Fc. Cualquiera de las proteinas de fusién trampa de
GDF anteriores puede comprender un aminoacido acido en la posicién correspondiente a la posicién 79 de SEQ ID
NO: 1, opcionalmente en combinacién con una o més sustituciones, deleciones o inserciones de aminoéacidos
adicionales en relacién con SEQ ID NO: 1.

Se contemplan otras proteinas trampa de GDF, tales como las siguientes. Una proteina trampa de GDF que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109
de SEQ ID NO: 1 6 39, en donde la posicién correspondiente a 64 de SEQ ID NO: 1 es una R o K, y en donde la
proteina trampa de GDF inhibe la sefializacién mediante activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo basado en
células. La proteina trampa de GDF anterior, en donde al menos una alteracidén con respecto a la secuencia de SEQ
ID NO: 1 6 39 est4 posicionada fuera del bolsillo de unién a ligando. La proteina trampa de GDF anterior, en donde
al menos una alteraciéon con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 1 6 39 es una alteracion conservadora
posicionada dentro del bolsillo de unién a ligando. La proteina trampa de GDF anterior, en donde al menos una
alteracion con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 1 é 39 es una alteracion en una o més posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en K74, R40, Q53, K55, F82 y L79. La proteina trampa de GDF anterior, en
donde la proteina comprende al menos una secuencia N-X-S/T en una posicidn distinta de una secuencia N-X-S/T
endbgena de ActRIIB, y en una posicién fuera del bolsillo de unién a ligando.

Se contemplan otras trampas de GDF, tales como las siguientes. Una proteina trampa de GDF que comprende una
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secuencia de aminoacidos que es al menos el 80 % idéntica a la secuencia de aminoécidos 29-109 de SEQ ID NO:
1 6 39, y en donde la proteina comprende al menos una secuencia N-X-S/T en una posicién distinta de una
secuencia N-X-S/T endégena de ActRIIB, y en una posicidén fuera del bolsillo de unién a ligando. La trampa de GDF
anterior, en donde la proteina trampa de GDF comprende una N en la posicién correspondiente a la posiciéon 24 de
SEQID NO: 1639y unaSoT en laposiciéon correspondiente a la posicién 26 de SEQ ID NO: 1 6 39, y en donde la
trampa de GDF inhibe la sefializacién mediante activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo basado en células. La
trampa de GDF anterior, en donde la proteina trampa de GDF comprende una R o K en la posicién correspondiente
a la posicién 64 de SEQ ID NO: 1 6 39. La trampa de GDF anterior, en donde la proteina de ActRIIB comprende un
D o E en la posicidn correspondiente a la posicion 79 de SEQ ID NO: 1 6 39 y en donde la trampa de GDF inhibe la
sefializacién mediante activina, miostatina y/o GDF11 en un ensayo basado en células. La trampa de GDF anterior,
en donde al menos una alteracién con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 1 6 39 es una alteracién
conservadora posicionada dentro del bolsillo de unién a ligando. La trampa de GDF anterior, en donde al menos una
alteracion con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 1 é 39 es una alteracion en una o més posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en K74, R40, Q53, K55, F82 y L79. La trampa de GDF anterior, en donde la
proteina es una proteina de fusiéon que comprende ademés una porcién heteréloga. Cualquiera de las proteinas de
fusién trampa de GDF anteriores puede producirse como homodimero. Cualquiera de las proteinas de fusién trampa
de GDF anteriores puede tener una porcién heterdloga que comprende una regién constante de una cadena pesada
de IgG, tal como un dominio Fc.

También se describen en el presente documento, aunque no estédn cubiertos por las reivindicaciones, acidos
nucleicos que codifican para un polipéptido trampa de GDF. Un polinucleétido aislado puede comprender una
secuencia codificante para un polipéptido trampa de GDF soluble, tal como se describi6é anteriormente. Por ejemplo,
un acido nucleico aislado puede incluir una secuencia que codifica para una trampa de GDF que comprende un
dominio extracelular (por ejemplo, dominio de unién a ligando) de un polipéptido de ActRIIB que tiene una o mas
variaciones de secuencia y una secuencia que codificaria para parte o la totalidad del dominio transmembrana y/o el
dominio citoplasmico de un polipéptido de ActRIIB, pero para un codén de parada posicionado dentro del dominio
transmembrana o el dominio citoplasmico, o posicionado entre el dominio extracelular y el dominio transmembrana o
dominio citoplasmico. Por ejemplo, un polinucleétido aislado que codifica para una trampa de GDF puede
comprender una secuencia de polinucleétido de ActRIIB de longitud completa tal como SEQ ID NO: 4 que tiene una
0 mas variaciones, 0 una versién parcialmente truncada, comprendiendo ademas dicho polinucleétido aislado un
codén de terminacidn de transcripcidn al menos seiscientos nucleétidos antes del extremo 3'-terminal o por lo demas
posicionado de manera que la traduccién del polinucleétido dé lugar a un dominio extracelular opcionalmente
fusionado a una porcidn truncada de un ActRIIB de longitud completa. Los acidos nucleicos dados a conocer en el
presente documento pueden estar unidos operativamente a un promotor para su expresion, y la divulgacion
proporciona células transformadas con tales polinucleétidos recombinantes. Preferiblemente, la célula es una célula
de mamifero tal como una célula CHO.

También se describen en el presente documento, aunque no estan cubiertos por las reivindicaciones, métodos para
preparar un polipéptido trampa de GDF. Un método de este tipo puede incluir expresar cualquiera de los &cidos
nucleicos (por ejemplo, SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 6 31) dados a conocer en el presente documento en una célula
adecuada, tal como una célula de ovario de hamster chino (CHO). Un método de este tipo puede comprender:
a) cultivar una célula en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido trampa de GDF, en donde dicha
célula se transforma con un constructo de expresidén de trampa de GDF; y b) recuperar el polipéptido trampa de GDF
asi expresado. Los polipéptidos trampa de GDF pueden recuperarse como fracciones en bruto, parcialmente
purificadas o altamente purificadas usando cualquiera de las técnicas bien conocidas para obtener proteina a partir
de cultivos celulares.

Un polipéptido trampa de GDF dado a conocer en el presente documento puede usarse en un método para fomentar
la produccién de glébulos rojos o aumentar los niveles de glébulos rojos en un sujeto. También se describen en el
presente documento, aunque no estan cubiertos por las reivindicaciones, métodos para tratar un trastorno asociado
con bajos recuentos de glébulos rojos o bajos niveles de hemoglobina (por ejemplo, una anemia, sindrome
mielodisplasico, etc.), o para fomentar la producciéon de glébulos rojos, en pacientes que lo necesitan. Un método
puede comprender administrar, a un sujeto que lo necesita, una cantidad eficaz de un polipéptido trampa de GDF.
También se describen en el presente documento, aunque no estdn cubiertos por las reivindicaciones, usos de
polipéptidos trampa de GDF para preparar un medicamento para el tratamiento de un trastorno o una afeccién tal
como se describe en el presente documento.

En parte, la divulgacién demuestra que pueden usarse trampas de GDF en combinacién (por ejemplo, administradas
en el mismo momento o en momentos diferentes, pero generalmente de tal manera que consigan efectos
farmacolégicos solapantes) con activadores del receptor de EPO para aumentar los niveles de glébulos rojos
(eritropoyesis) o tratar la anemia en pacientes que lo necesitan. En parte, la divulgacién demuestra que puede
administrarse una trampa de GDF en combinacién con un activador del receptor de EPO para aumentar
sinérgicamente la formacidén de glébulos rojos en un paciente. Por tanto, el efecto de este tratamiento combinado
puede ser significativamente mayor que la suma de los efectos de la trampa de GDF vy el activador del receptor de
EPO cuando se administran por separado a sus dosis respectivas. Esta sinergia puede ser ventajosa, puesto que
permite que se logren niveles de gldbulos rojos diana con dosis méas bajas de un activador del receptor de EPO,
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evitando de ese modo los posibles efectos adversos u otros problemas asociados con niveles mas altos de
activacion del receptor de EPO.

Un activador del receptor de EPO puede estimular la eritropoyesis mediante contacto y activaciéon directos del
receptor de EPO. El activador del receptor de EPO puede ser uno de una clase de compuestos basados en la
secuencia de 165 aminoacidos de EPO nativa y generalmente conocidos como agentes estimuladores de la
eritropoyesis (AEE), cuyos ejemplos son epoetina alfa, epoetina beta, epoetina delta, y epoetina omega. Los AEE
pueden incluir proteinas EPO sintéticas (SEP) y derivados de EPO con modificaciones no peptidicas que confieren
propiedades farmacocinéticas convenientes (semivida circulante prolongada), cuyos ejemplos son darbepoetina alfa
y metoxipolietilenglicol-epoetina beta. Un activador del receptor de EPO puede ser un agonista del receptor de EPO
que no incorpora la estructura principal del polipéptido de EPO o no se clasifica generalmente como AEE. Tales
agonistas del receptor de EPO pueden incluir, pero no se limitan a, miméticos peptidicos y no peptidicos de EPO,
anticuerpos agonistas que seleccionan como diana el receptor de EPO, proteinas de fusién que comprenden un
dominio mimético de EPO, y agonistas limitados de duracién extendida del receptor de eritropoyetina (EREDLA).

Un activador del receptor de EPO puede estimular la eritropoyesis indirectamente, sin contacto con el propio
receptor de EPO, mediante la potenciacién de la produccién de EPO endbgena. Por ejemplo, los factores de
transcripcién inducibles por hipoxia (HIF) son estimuladores endégenos de la expresién génica de EPO que se
suprimen (desestabilizan) en condiciones norméxicas mediante mecanismos reguladores celulares. En parte, puede
proporcionarse una eritropoyesis aumentada en un paciente mediante tratamiento combinado con una trampa de
GDF y un activador del receptor de EPO indirecto con propiedades estabilizadoras de HIF, tal como un inhibidor de
prolil hidroxilasa.

También se describen en el presente documento, aunque no estan cubiertos por las reivindicaciones, métodos para
administrar un polipéptido trampa de GDF a un paciente. En parte, la divulgacién demuestra que pueden usarse
polipéptidos trampa de GDF para aumentar los niveles de glébulos rojos y hemoglobina. En parte, la divulgacién
demuestra que pueden usarse polipéptidos trampa de GDF para tratar a pacientes con eritropoyesis ineficaz y para
reducir una o mas afecciones asociadas con la eritropoyesis ineficaz, tales como anemia, esplenomegalia,
hemocromatosis o trastornos 6seos. La invencién reivindicada proporciona polipéptidos trampa de GDF para su uso
en el tratamiento de eritropoyesis ineficaz en un paciente con talasemia mientras se reduce la necesidad de
transfusién de glébulos rojos y se reduce la morbimortalidad asociada con la deposicién de hierro en tejidos
vulnerables. En particular, un polipéptido trampa de GDF puede usarse de este modo para tratar sindromes de
p-talasemia, incluyendo B-talasemia intermedia. Los polipéptidos trampa de GDF también pueden usarse para tratar
0 prevenir otros usos terapéuticos tales como fomentar el crecimiento muscular. En determinados casos, cuando se
administra un polipéptido trampa de GDF para fomentar el crecimiento muscular, puede ser deseable monitorizar los
efectos sobre los glébulos rojos durante la administracién del polipéptido trampa de GDF, o determinar o ajustar la
dosificacién del polipéptido trampa de GDF, con el fin de reducir los efectos no deseados sobre los glébulos rojos.
Por ejemplo, aumentos de los niveles de gldébulos rojos, los niveles de hemoglobina o los niveles de hematocrito
pueden provocar aumentos de la tensidn arterial.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra una alineacién de los dominios extracelulares de ActRIIA humano (SEQ ID NO: 15) y ActRIIB
humano (SEQ ID NO: 2) con los residuos que se deduce en el presente documento, basandose en el andlisis
compuesto de multiples estructuras cristalinas de ActRIIB y ActRIIA para entrar en contacto directo con el ligando
(bolsillo de unién a ligando) indicado con los recuadros.

La figura 2 muestra una alineacién de mulltiples secuencias de diversas proteinas de ActRIIB de vertebrados y
ActRIIA humano (SEQ ID NO: 16-23).

La figura 3 muestra la secuencia de aminoécidos completa para la trampa de GDF ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (SEQ
ID NO: 11), que incluye la secuencia lider de TPA (doblemente subrayada), el dominio extracelular de ActRIIB
(residuos 20-134 en SEQ ID NO: 1; subrayado), y el dominio hFc. El aspartato sustituido en la posicién 79 en la
secuencia nativa estd doblemente subrayado y resaltado, como lo esta la glicina revelada mediante secuenciacién
que es el residuo en el extremo N-terminal de la proteina de fusién madura.

La figura 4 muestra una secuencia de nucleétidos que codifica para ActRIIB(L79D 20-134)-hFc. SEQ ID NO: 25
corresponde a la cadena sentido, y SEQ ID NO: 33 corresponde a la cadena antisentido. El lider de TPA
(nucledtidos 1-66) estd doblemente subrayado, y el dominio extracelular de ActRIIB (nucleétidos 76-420) esta
subrayado.

La figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos completa para la trampa de GDF truncada ActRIIB(L79D 25-131)-
hFc (SEQ ID NO: 26), que incluye el lider de TPA (doblemente subrayado), el dominio extracelular de ActRIIB
truncado (residuos 25-131 en SEQ ID NO: 1; subrayado), y el dominio hFc. El aspartato sustituido en la posicion 79
en la secuencia nativa estd doblemente subrayado y resaltado, como lo esta el glutamato revelado mediante
secuenciacion que es el residuo en el extremo N-terminal de la proteina de fusién madura.
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La figura 6 muestra una secuencia de nucleétidos que codifica para ActRIIB(L79D 25-131)-hFc. SEQ ID NO: 27
corresponde a la cadena sentido, y SEQ ID NO: 34 corresponde a la cadena antisentido. El lider de TPA
(nucledtidos 1-66) esta doblemente subrayado, y el dominio extracelular de ActRIIB truncado (nucleétidos 76-396)
esta subrayado. También se muestra la secuencia de aminoacidos para el dominio extracelular de ActRIIB (residuos
25-131 en SEQ ID NO: 1).

La figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos para la trampa de GDF truncada ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sin
ningun lider (SEQ ID NO: 28). El dominio extracelular de ActRIIB truncado (residuos 25-131 en SEQ ID NO: 1) esta
subrayado. El aspartato sustituido en la posicién 79 en la secuencia nativa estd doblemente subrayado y resaltado,
como lo estd el glutamato revelado mediante secuenciacién que es el residuo en el extremo N-terminal de la
proteina de fusién madura.

La figura 8 muestra la secuencia de aminoécidos para la trampa de GDF truncada ActRIIB(L79D 25-131) sin el lider,
el dominio hFc, ni el ligador (SEQ ID NO: 29). El aspartato sustituido en la posicion 79 en la secuencia nativa esta
subrayado y resaltado, como lo esta el glutamato revelado mediante secuenciacién que es el residuo en el extremo
N-terminal de la proteina de fusidén madura.

La figura 9 muestra una secuencia de nucleétidos alternativa que codifica para ActRIIB(L79D 25-131)-hFc. SEQ ID
NO: 30 corresponde a la cadena sentido y SEQ ID NO: 35 corresponde a la cadena antisentido. El lider de TPA
(nucledtidos 1-66) estd doblemente subrayado, el dominio extracelular de ActRIIB truncado (nucleétidos 76-396)
esta subrayado, y las sustituciones en la secuencia de nucleétidos de tipo natural del dominio extracelular estéan
doblemente subrayadas y resaltadas (comparese con SEQ ID NO: 27, figura 6). También se muestra la secuencia
de aminoacidos para el dominio extracelular de ActRIIB (residuos 25-131 en SEQ ID NO: 1).

La figura 10 muestra los nucleétidos 76-396 (SEQ ID NO: 31) de la secuencia de nuclettidos alternativa mostrada en
la figura 9 (SEQ ID NO: 30). Las mismas sustituciones de nucleétidos indicadas en la figura 9 también estan
subrayadas y resaltadas en este caso. SEQ ID NO: 31 codifica sélo para el dominio extracelular de ActRIIB truncado
(correspondiente a los residuos 25-131 en SEQ ID NO: 1) con una sustitucién L79D, por ejemplo, ActRIIB(L79D 25-
131).

La figura 11 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre la concentracién de hemoglobina en un modelo
de ratdn de anemia inducida por quimioterapia. Los datos son medias + EEM. **, P < 0,01 frente a paclitaxel en el
mismo punto de tiempo. Esta trampa de GDF compensa la anemia inducida por el tratamiento con paclitaxel.

La figura 12 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los niveles de glébulos rojos (RBC) en un modelo
de ratén sometido a nefrectomia unilateral (NEPHX) de enfermedad renal crénica. Los datos son medias + EEM. ***
P < 0,001 frente a nivel inicial. Esta trampa de GDF revirtié la anemia inducida por nefrectomia observada en ratones
de control.

La figura 13 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los niveles de glébulos rojos (RBC), hemoglobina
(HGB) y hematocrito (HCT) en un modelo de ratén sometido a nefrectomia unilateral (NEPHX) de enfermedad renal
cronica. Los datos son cambios medios con respecto al nivel inicial a lo largo de 4 semanas (+ EEM). *, P < 0,05; **,
P < 0,01; **, P < 0,001 frente a controles NEPHX. Esta trampa de GDF previno la disminucién asociada a la
nefrectomia en estos parametros eritrociticos, que aumentaron, cada uno de ellos, en una magnitud similar a la de
ratones con rifiones intactos (simulados).

La figura 14 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los niveles de glébulos rojos (RBC) en un modelo
de rata de anemia inducida por pérdida de sangre aguda. La extraccién de sangre se produjo el dia -1, con
dosificacién los dias 0 y 3. Los datos son medias + EEM. ** P < 0,01; *** P < 0,001 frente a vehiculo en el mismo
punto de tiempo. Esta trampa de GDF mejoré la tasa y el grado de recuperacién de la anemia inducida por pérdida
de sangre.

La figura 15 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
(negro) sobre el cambio absoluto en la concentraciéon de glébulos rojos con respecto al nivel inicial en macaco
cangrejero. VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 16 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
(negro) sobre el cambio absoluto en el hematocrito con respecto al nivel inicial en macaco cangrejero. VEH =
vehiculo. Los datos son medias £+ EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 17 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
(negro) sobre el cambio absoluto en la concentracidn de hemoglobina con respecto al nivel inicial en macaco
cangrejero. VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 18 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc (gris) o ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
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(negro) sobre el cambio absoluto en la concentraciéon de reticulocitos circulantes con respecto al nivel inicial en
macaco cangrejero. VEH = vehiculo. Los datos son medias + EEM. n = 4-8 por grupo.

La figura 19 muestra el efecto del tratamiento combinado con eritropoyetina (EPO) y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
durante 72 horas sobre el hematocrito en ratones. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y las medias que
son significativamente diferentes entre si (p < 0,05, prueba de la t para datos independientes) estdn designadas
mediante letras diferentes. El tratamiento combinado aumentd el hematocrito en un 23 % en comparacién con el
vehiculo, un aumento sinérgico mayor que la suma de los efectos independientes de EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-
hFc.

La figura 20 muestra el efecto del tratamiento combinado con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante 72 horas
sobre las concentraciones de hemoglobina en ratones. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y las medias
que son significativamente diferentes entre si (p < 0,05) estan designadas mediante letras diferentes. El tratamiento
combinado aumenté las concentraciones de hemoglobina en un 23 % en comparacidén con el vehiculo, que también
fue un efecto sinérgico.

La figura 21 muestra el efecto del tratamiento combinado con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante 72 horas
sobre las concentraciones de glébulos rojos en ratones. Los datos son medias + EEM (n = 4 por grupo), y las medias
que son significativamente diferentes entre si (p < 0,05) estan designadas mediante letras diferentes. El tratamiento
combinado aumenté las concentraciones de glébulos rojos en un 20 % en comparacidn con el vehiculo, que también
fue un efecto sinérgico.

La figura 22 muestra el efecto del tratamiento combinado con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante 72 horas
sobre los numeros de células precursoras eritropoyéticas en bazo de ratén. Los datos son medias + EEM (n = 4 por
grupo), y las medias que son significativamente diferentes entre si (p < 0,01) estan designadas mediante letras
diferentes. Mientras que EPO sola aumenté el nimero de eritroblastos basdéfilos (BasoE) drasticamente a expensas
de la maduracién de precursores en etapa tardia, el tratamiento combinado aumenté los nimeros de BasoE en
menor medida pero todavia significativa mientras que respaldaba la maduracién no disminuida de precursores en
etapa tardia.

La figura 23 compara los parametros de RBC en un modelo de ratén Hbb™ de B-talasemia con los de ratones de tipo
natural (WT). Se analizaron muestras de sangre de ratones no tratados a los 2-6 meses de edad para determinar el
namero de glébulos rojos (RBC; A), el hematocrito (HCT; B), y la concentracién de hemoglobina (Hgb; C). Los datos
son medias + EEM (n = 4 por grupo), ***, p < 0,001. Se confirmé que los ratones Hbb” eran gravemente anémicos.

La figura 24 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre el nimero de RBC en un modelo de raton Hbb”
de p-talasemia. Se extrajeron muestras de sangre después de 4 semanas de tratamiento. Los datos son medias de
2 por grupo, indicando las barras el intervalo. El tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo a la mitad el
déficit de RBC presente en ratones Hbb™”.

La figura 25 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre la morfologia de RBC en un modelo de ratdn
Hbb” de B-talasemia. Se obtuvieron imagenes de frotis de sangre tefiidos con Giemsa de ratones tratados durante
4 semanas a un aumento de 100x. Obsérvese la hemdlisis, el residuo celular, y muchos RBC pequefios o con forma
irregular en la sangre del raton Hbb~ tratado con vehiculo. A modo de comparacion, el tratamiento con ActRIIB(L79D
25-131)-mFc redujo en gran medida la hemdlisis, el residuo, y la aparicién de RBC con forma irregular mientras que
aumenté el nimero de RBC con forma normal.

La figura 26 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses sobre el nimero de
RBC en un modelo de ratén Hbb” de P-talasemia, incluyendo datos de ratones de tipo natural dosificados con
vehiculo para la comparacion. Los datos son medias + EEM; n = 7 por grupo. **, P < 0,01 frente a ratones Hbb”
tratados con vehiculo. El tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo el déficit de RBC medio en ratones
Hbb” en més del 50 %.

La figura 27 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses sobre los niveles de
bilirrubina sérica en un modelo de ratén Hbb” de P-talasemia, incluyendo datos de ratones de tipo natural
dosificados con vehiculo para la comparacién. Los datos son medias + EEM. ###, P < 0,001 frente a ratones de tipo
natural tratados con vehiculo; *, P < 0,05 frente a ratones Hbb~” tratados con vehiculo. El tratamiento con

ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo significativamente los niveles de bilirrubina total en ratones Hbb™”.

La figura 28 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses sobre el nivel de
EPO sérica en un modelo de raton Hbb” de B-talasemia, incluyendo datos de ratones de tipo natural dosificados con
vehiculo para la comparacién. Los datos son medias + EEM. ###, P < 0,001 frente a ratones de tipo natural tratados
con vehiculo; *, P < 0,05 frente a ratones Hbb~ tratados con vehiculo. El tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc
redujo los niveles medios de EPO circulante en mas del 60 % en ratones Hbb™”.
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La figura 29 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre la esplenomegalia en un modelo de ratén Hbb”
de B-talasemia, incluyendo datos de ratones de tipo natural dosificados con vehiculo para la comparacién. A. Medias
+ EEM de ratones comenzando a los 3 meses de edad después del tratamiento con 1 mg/kg dos veces a la semana
durante 2 meses. ##H#, P < 0,001 frente a ratones de tipo natural tratados con vehiculo; *, P < 0,05 frente a ratones
Hbb” tratados con vehiculo. B. Tamafios representativos del bazo, tal como se observaron en un estudio
independiente en ratones comenzando a los 6-8 meses de edad después del tratamiento con 1 mg/kg dos veces a la
semana durante 3 meses. El tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo significativamente el peso del bazo
en ratones Hbb”.

La figura 30 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses sobre la densidad
mineral ésea en un modelo de raton Hbb” de B-talasemia, incluyendo datos de ratones de tipo natural dosificados
con vehiculo para la comparacién. Medias + EEM basadas en el anélisis del fémur. #, P < 0,05 frente a ratones de
tipo natural tratados con vehiculo; *, P < 0,05 frente a ratones Hbb” tratados con vehiculo. El tratamiento con
ActRIIB(L79D 25-131)-mFc normalizé la densidad mineral 6sea en ratones Hbb™”.

La figura 31 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses sobre los parametros
de homeostasis de hierro en un modelo de ratéon Hbb” de p-talasemia. Medias + EEM para hierro sérico (A), ferritina
sérica (B), y saturacién de transferrina (C). *, P < 0,05; **, P < 0,01 frente a ratones Hbb” tratados con vehiculo. El
tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo significativamente cada medida de hemocromatosis en ratones
Hbb™.

La figura 32 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses sobre la
hemocromatosis tisular en un modelo de ratén Hbb” de p-talasemia. Se determinaron los niveles de hierro en cortes
tisulares (200 um) de bazo (A-C), higado (D-F), y rifién (G-I) mediante tinciéon con azul de Prusia de Perls. La tincidén
de hierro en el bazo de tipo natural (A) fue abundante en pulpa roja (flechas), pero estaba ausente en pulpa blanca
(*). Una tincion de hierro aumentada en el bazo de ratones Hbb” (B) refleja la expansion de las regiones de pulpa
roja debido a la eritropoyesis extramedular. ActRIIB(L79D 25-131)-mFc en ratones Hbb” disminuy6 la eritropoyesis
esplénica y restablecié el patrén de tipo natural de la tincién de hierro esplénico (C). Ademas, la tincién de hierro
anémala en células de Kupffer hepaticas (H, flechas) y corteza renal (E, flechas) de ratones Hbb” se normaliz6
mediante ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (F e I). Aumento, 200x.

La figura 33 muestra el efecto del tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses sobre los niveles
hepaticos de ARNm de hepcidina en un modelo de raton Hbb” de p-talasemia. Medias + EEM; *, P < 0,05 frente a
ratones Hbb” tratados con vehiculo. El tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc aument6 significativamente la
expresion de ARNm de hepcidina en ratones Hbb™.

La figura 34 muestra el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre los niveles de especies reactivas del oxigeno
(ROS) circulantes en un modelo de raton Hbb” de P-talasemia, incluyendo datos de ratones de tipo natural
dosificados con vehiculo para la comparacién. Los datos son medias geométricas + EEM. ##, P < 0,001 frente a
ratones de tipo natural tratados con vehiculo; *** P < 0,001 frente a ratones Hbb” tratados con vehiculo. El
tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo significativamente las ROS en ratones Hbb™".

Descripcion detallada
1. Visién general

La superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) contiene una variedad de factores de
crecimiento que comparten elementos de secuencia y motivos estructurales comunes. Se sabe que estas proteinas
ejercen efectos biolégicos sobre una gran variedad de tipos de células tanto en vertebrados como en invertebrados.
Los miembros de la superfamilia realizan funciones importantes durante el desarrollo embrionario en la formacién de
patrones y la especificacién de tejidos y pueden influir en una variedad de procesos de diferenciacién, incluyendo
adipogénesis, miogénesis, condrogénesis, cardiogénesis, hematopoyesis, neurogénesis, y diferenciaciéon de células
epiteliales. Al manipular la actividad de un miembro de la familia de TGF-beta, a menudo es posible provocar
cambios fisiolégicos significativos en un organismo. Por ejemplo, las razas de ganado vacuno piamontesa y azul
belga portan una mutacién de pérdida de funcién en el gen de GDF8 (también denominado miostatina) que provoca
un notable aumento de la masa muscular. Grobet et al., Nat Genet. 1997, 17(1):71-4. Ademas, en seres humanos,
los alelos inactivos de GDF8 estan asociados con una masa muscular aumentada y, segun se notifica, una fuerza
excepcional. Schuelke et al., N Engl J Med 2004, 350:2682-8.

Las sefiales de TGF-P estan mediadas por complejos heteroméricos de receptores de serinaltreonina cinasa de tipo
| 'y tipo Il, que fosforilan y activan las proteinas Smad aguas abajo tras la estimulacién del ligando (Massagué, 2000,
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 1:169-178). Estos receptores de tipo | y tipo Il son proteinas transmembrana, compuestas
por un dominio extracelular de unién a ligando con una regién rica en cisteina, un dominio transmembrana, y un
dominio citoplasmico con especificidad para serina/treonina predicha. Los receptores de tipo | son esenciales para la
sefializaciéon. Se requieren los receptores de tipo Il para la unién de ligandos y para la expresién de los receptores
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de tipo I. Los receptores de activina de tipo | y Il forman un complejo estable después de la unién al ligando, dando
como resultado la fosforilacién de los receptores de tipo | mediante los receptores de tipo I.

Se han identificado dos receptores de tipo Il (ActRIl) relacionados, ActRIIA y ActRIIB, como receptores de tipo Il para
las activinas (Mathews y Vale, 1991, Cell 65:973-982; Attisano et al., 1992, Cell 68: 97-108). Ademas de activinas,
ActRIIA y ActRIIB pueden interaccionar bioquimicamente con varias otras proteinas de la familia de TGF-p,
incluyendo BMP7, Nodal, GDF8, y GDF11 (Yamashita et al., 1995, J. Cell Biol. 130:217-226; Lee y McPherron,
2001, Proc. Natl. Acad. Sci. 98:9306-9311; Yeo y Whitman, 2001, Mol. Cell 7: 949-957; Oh et al., 2002, Genes Dev.
16:2749-54). ALK4 es el principal receptor de tipo | para las activinas, particularmente para la activina A, y ALK-7
también puede servir como receptor para las activinas, particularmente para la activina B. La presente invencién se
refiere a antagonizar un ligando de receptores ActRIIB (también denominado ligando de ActRIIB) con un polipéptido
trampa de GDF objeto. Los ligandos de receptores ActRIIB a modo de ejemplo incluyen algunos miembros de la
familia de TGF-p, tales como activina A, activina B, Nodal, GDF8, GDF11, y BMP7.

Las activinas son factores de crecimiento polipeptidicos diméricos que pertenecen a la superfamilia de TGF-beta.
Hay tres formas principales de activina (A, B, y AB) que son homo/heterodimeros de dos subunidades [
estrechamente relacionadas (BaPa, PsPs, ¥ PaPe, respectivamente). EI genoma humano también codifica para una
activina C y una activina E, que se expresan principalmente en el higado, y también se conocen formas
heterodiméricas que contienen Bc o Pe. En la superfamilia de TGF-beta, las activinas son factores singulares y
multifuncionales que pueden estimular la produccién de hormonas en células ovaricas y placentarias, respaldar la
supervivencia de células neuronales, influir en el progreso del ciclo celular de manera positiva o negativa
dependiendo del tipo de célula, e inducir diferenciacién mesodérmica al menos en embriones de anfibios (DePaolo
et al., 1991, Proc Soc Ep Biol Med. 198:500-512; Dyson et al., 1997, Curr Biol. 7:81-84; Woodruff, 1998, Biochem
Pharmacol. 55:953-963). Ademas, se halld6 que el factor de diferenciacién eritroide (EDF) aislado de células
leucémicas monociticas humanas estimuladas era idéntico a la activina A (Murata ef al,, 1988, PNAS, 85:2434). Se
ha sugerido que la activina A fomenta la eritropoyesis en la médula ésea. En varios tejidos, la sefializacién de
activina esta antagonizada por su heterodimero relacionado, la inhibina. Por ejemplo, durante la liberacién de
hormona foliculoestimulante (FSH) a partir de la hipéfisis, la activina fomenta la secreciéon y sintesis de FSH,
mientras que la inhibina previene la secrecién y sintesis de FSH. Otras proteinas que pueden regular la bioactividad
de la activina y/o unirse a la activina incluyen folistatina (FS), proteina relacionada con la folistatina (FSRP) y oo-
macroglobulina.

Las proteinas Nodal tienen funciones en la induccién y formacion de mesodermo y endodermo, asi como en la
posterior organizacién de estructuras axiales tales como el corazén y el estobmago en la embriogénesis temprana. Se
ha demostrado que el tejido dorsal en un embrién de vertebrado en desarrollo contribuye predominantemente a las
estructuras axiales de la placa notocordal y precordal mientras recluta células circundantes para formar estructuras
embrionarias no axiales. Parece que Nodal sefializa a través de receptores tanto de tipo | como de tipo Il y efectores
intracelulares conocidos como proteinas Smad. Estudios recientes respaldan la idea de que ActRIIA y ActRIIB sirven
como receptores de tipo Il para Nodal (Sakuma et al., Genes Cells. 2002, 7:401-12). Se sugiere que los ligandos de
Nodal interaccionan con sus cofactores (por ejemplo, Cripto) para activar los receptores de activina de tipo | y tipo I,
que fosforilan Smad2. Las proteinas Nodal estan implicadas en muchos acontecimientos criticos para el embrién
temprano de vertebrados, incluyendo la formacién de mesodermo, la formacién de patrén anterior, y la
especificaciéon del eje izquierda-derecha. Evidencias experimentales han demostrado que la sefalizacién de Nodal
activa pAR3-Lux, un indicador de luciferasa que se ha demostrado previamente que responde especificamente a
activina y TGF-beta. Sin embargo, Nodal es incapaz de inducir pTIx2-Lux, un indicador que responde
especificamente a proteinas morfogenéticas dseas. Resultados recientes proporcionan evidencias bioquimicas
directas de que la sefializacion de Nodal esta mediada por ambas Smad de la ruta activina-TGF-beta, Smad2 y
Smad3. Evidencias adicionales han demostrado que se requiere la proteina Cripto extracelular para la sefializacién
de Nodal, lo que la hace distinta de la sefializacién de activina o TGF-beta.

El factor de crecimiento y diferenciacién 8 (GDF8) también se conoce como miostatina. GDF8 es un regulador
negativo de la masa musculoesquelética. GDF8 tiene una alta expresién en el mlsculo esquelético en desarrollo y
adulto. La mutacién anuladora de GDF8 en ratones transgénicos se caracteriza por una notable hipertrofia e
hiperplasia del musculo esquelético (McPherron et al., Nature, 1997, 387:83-90). Son evidentes aumentos similares
de la masa musculoesquelética en mutaciones que se producen de manera natural de GDF8 en ganado vacuno
(Ashmore et al., 1974, Growth, 38:501-507; Swatland y Kieffer, J. Anim. Sci., 1994, 38:752-757; McPherron y Lee,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997, 94:12457-12461;, y Kambadur et al., Genome Res., 1997, 7:910-915) vy,
sorprendentemente, en seres humanos (Schuelke et al., N Engl J Med 2004;350:2682-8). Los estudios también han
demostrado que la atrofia muscular asociada con la infeccion por VIH en seres humanos esta acompafiada de
aumentos de la expresién de la proteina GDF8 (Gonzalez-Cadavid ef al., PNAS, 1998, 95:14938-43). Ademas,
GDF8 puede modular la produccién de enzimas especificas de masculo (por ejemplo, creatina cinasa) y modular la
proliferacién de mioblastos (documento WO 00/43781). El propéptido de GDF8 puede unirse de manera no
covalente al dimero de dominio de GDF8 maduro, inactivando su actividad biolégica (Miyazono et al. (1988) J. Biol.
Chem., 263: 6407-6415; Wakefield et al. (1988) J. Biol. Chem., 263; 7646-7654; y Brown et al. (1990) Growth
Factors, 3. 35-43). Otras proteinas que se unen a GDF8 o proteinas estructuralmente relacionadas e inhiben su
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actividad bioldgica incluyen folistatina y, posiblemente, proteinas relacionadas con la folistatina (Gamer et al. (1999)
Dev. Biol., 208: 222-232).

El factor de crecimiento y diferenciacién 11 (GDF11), también conocido como BMP11, es una proteina secretada
(McPherron et al,, 1999, Nat. Genet. 22: 260-264). GDF11 se expresa en la yema de la cola, la yema de las
extremidades, los arcos maxilar y mandibular, y los ganglios de la raiz dorsal durante el desarrollo del ratén
(Nakashima et al., 1999, Mech. Dev. 80: 185-189). GDF11 desempefia un papel singular en la formacién de patrén
en tejidos tanto mesodérmicos como neurales (Gamer et al., 1999, Dev Biol., 208:222-32). Se demostrd que GDF11
es un regulador negativo de la condrogénesis y la miogénesis en extremidades de pollo en desarrollo (Gamer et al.,
2001, Dev Biol. 229:407-20). La expresién de GDF11 en musculo también sugiere su papel en la regulacién del
crecimiento muscular de manera similar a GDF8. Ademas, la expresién de GDF11 en cerebro sugiere que GDF11
también puede presentar actividades relacionadas con la funcién del sistema nervioso. Curiosamente, se hallé que
GDF11 inhibe la neurogénesis en el epitelio olfativo (Wu et al., 2003, Neuron. 37:197-207).

Se sabe bien que la proteina morfogenética ésea (BMP7), también denominada proteina osteogénica 1 (OP-1),
induce la formacién de cartilago y hueso. Ademés, BMP7 regula una amplia gama de procesos fisiolégicos. Por
ejemplo, BMP7 puede ser el factor osteoinductor responsable del fen6meno de osteogénesis epitelial. También se
encuentra que BMP7 desempefia un papel en la regulacién de calcio y la homeostasis ésea. Al igual que la activina,
BMP7 se une a los receptores de tipo I, ActRIIA y ActRIIB. Sin embargo, BMP7 y activina reclutan receptores de
tipo | distintos en complejos de receptores heteroméricos. El principal receptor de tipo | de BMP7 observado fue
ALK2, mientras que la activina se unié exclusivamente a ALK4 (ActRIIB). BMP7 y activina provocaron respuestas
biol6gicas distintas y activaron rutas de Smad diferentes (Macias-Silva et a/., 1998, J Biol Chem. 273:25628-36).

Tal como se demuestra en el presente documento, un polipéptido trampa de GDF, que es un polipéptido de ActRIIB
variante (ActRIIB), es mas eficaz para aumentar los niveles de glébulos rojos in vivo en comparacién con un
polipéptido de ActRIIB soluble de tipo natural y tiene efectos beneficiosos en una variedad de modelos para anemias
y eritropoyesis ineficaz. Adicionalmente, se demuestra que el uso de un polipéptido trampa de GDF en combinacién
con un activador del receptor de EPO provoca un aumento sustancial de la formacién de glébulos rojos. Cabe
sefialar que la hematopoyesis es un proceso complejo, regulado por una variedad de factores, incluyendo la
homeostasis de hierro, G-CSF y eritropoyetina. Las expresiones “aumentar los niveles de glébulos rojos” y “fomentar
la formacién de glébulos rojos” se refieren a parametros clinicamente observables, tales como hematocrito,
recuentos de glébulos rojos y mediciones de hemoglobina, y se pretende que sean neutros en cuanto al mecanismo
por el cual se producen tales cambios.

Ademas de estimular los niveles de gldbulos rojos, los polipéptidos trampa de GDF son Utiles para una variedad de
aplicaciones terapéuticas, incluyendo, por ejemplo, fomentar el crecimiento muscular (véanse las publicaciones PCT
n.°s WO 2006/012627 y WO 2008/097541). En determinados casos, cuando se administra un polipéptido trampa de
GDF con el propésito de aumentar el musculo, puede ser deseable reducir o minimizar los efectos sobre los glébulos
rojos. Al monitorizar diversos parametros hematolégicos en pacientes que estan tratdndose con, o que son
candidatos para el tratamiento con, un polipéptido trampa de GDF, puede determinarse una dosificaciéon apropiada
(incluyendo cantidades y frecuencia de administracién) basandose en las necesidades de un paciente individual, los
parametros hematolégicos de nivel inicial, y el propdsito del tratamiento. Ademas, el progreso terapéutico y los
efectos sobre uno o mas parametros hematolégicos a lo largo del tiempo pueden ser Utiles para el manejo de los
pacientes que estan dosificandose con un polipéptido trampa de GDF facilitando la asistencia sanitaria,
determinando una dosificacién de mantenimiento apropiada (tanto cantidades como frecuencia), etc.

La EPO es una hormona glicoproteica implicada en el crecimiento y la maduracién de células progenitoras eritroides
en eritrocitos. La EPO se produce por el higado durante la vida fetal y por el rifién en adultos. Una produccién
disminuida de EPO, que se produce habitualmente en adultos como consecuencia de insuficiencia renal, conduce a
anemia. La EPO se ha producido mediante técnicas de ingenieria genética basandose en la expresion y secrecién
de la proteina a partir de una célula huésped transfectada con el gen de EPO. La administracion de tal EPO
recombinante ha sido eficaz en el tratamiento de anemia. Por ejemplo, Eschbach et al. (1987, N Engl J Med 316:73)
describen el uso de EPO para corregir la anemia provocada por insuficiencia renal crénica.

Los efectos de EPO estan mediados a través de su unién a, y activacién de, un receptor de superficie celular
perteneciente a la superfamilia de receptores de citocinas y designado como receptor de EPO. Los receptores de
EPO humanos y murinos se han clonado y expresado (D’Andrea et al., 1989, Cell 57:277; Jones et al., 1990, Blood
76:31; Winkelman et al., 1990, Blood 76:24; documento WO 90/08822/patente estadounidense n.° 5.278.065). El gen
del receptor de EPO humano codifica para una proteina transmembrana de 483 aminoacidos que comprende un
dominio extracelular de aproximadamente 224 aminoacidos y presenta una identidad de secuencia de aminoacidos
de aproximadamente el 82 % con el receptor de EPO murino (véase la patente estadounidense n.° 6.319.499). El
receptor de EPO de longitud completa clonado expresado en células de mamifero (66-72 kDa) se une a EPO con
una afinidad (Kp = 100-300 nM) similar a la del receptor nativo en células progenitoras eritroides. Por tanto, se
piensa que esta forma contiene el principal determinante de unién a EPO y se denomina receptor de EPO. Por
analogia con otros receptores de citocinas estrechamente relacionados, se piensa que el receptor de EPO se
dimeriza tras la unién al agonista. No obstante, la estructura detallada del receptor de EPO, que puede ser un
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complejo multimérico, y su mecanismo de activacién especifico no se entienden completamente (patente
estadounidense n.° 6.319.499).

La activaciéon del receptor de EPO da como resultado varios efectos biolégicos. Estos incluyen una proliferacién
aumentada de eritroblastos inmaduros, una diferenciacién aumentada de eritroblastos inmaduros, y una apoptosis
disminuida en células progenitoras eritroides (Liboi et al., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:11351-11355; Koury et
al., 1990, Science 248:378-381). Parece que las rutas de transduccién de sefiales del receptor de EPO que median
la proliferacién y diferenciacion son distintas (Noguchi et al., 1988, Mol Cell Biol 8:2604; Patel et al.,, 1992, J Biol
Chem 1992, 267:21300; Liboi et al., ibid). Algunos resultados sugieren que puede requerirse una proteina
secundaria para la mediacién de la sefial de diferenciaciéon (Chiba et al., 1993, Nature 362:646; Chiba et al., 1993,
Proc Natl Acad Sci USA 90:11593); sin embargo, hay controversia en cuanto al papel de las proteinas secundarias
en la diferenciacion puesto que una forma constitutivamente activada del receptor puede estimular tanto la
proliferacién como la diferenciacién (Pharr et al., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:938).

Los activadores del receptor de EPO incluyen agentes estimuladores de la eritropoyesis (AEE) de molécula
pequefia, asi como compuestos basados en EPO. Un ejemplo de los primeros es un agonista basado en péptido
dimérico unido de manera covalente a polietilenglicol (marca comercial Hematide), que ha demostrado propiedades
estimuladoras de la eritropoyesis en voluntarios sanos y en pacientes tanto con enfermedad renal crénica como con
anticuerpos anti-EPO enddgenos (Stead et al., 2006, Blood 108:1830-1834; Macdougall et a/., 2009, N Engl J Med
361:1848-1855). Otros ejemplos incluyen AEE no basados en péptidos (Qureshi et al., 1999, Proc Natl Acad Sci
USA 96:12156-12161).

Los activadores del receptor de EPO también incluyen compuestos que estimulan la eritropoyesis indirectamente,
sin contacto con el propio receptor de EPO, mediante la potenciacién de la produccién de EPO endégena. Por
ejemplo, los factores de transcripcién inducibles por hipoxia (HIF) son estimuladores endégenos de la expresién
génica de EPO que se suprimen (desestabilizan) en condiciones norméxicas mediante mecanismos reguladores
celulares. Por tanto, estédn investigandose inhibidores de enzimas prolil hidroxilasas de HIF para determinar la
actividad inductora de EPO /in vivo. Otros activadores del receptor de EPO indirectos incluyen inhibidores del factor
de transcripcion GATA-2 (Nakano et al., 2004, Blood 104:4300-4307), que inhiben ténicamente la expresién génica
de EPO, e inhibidores de fosfatasa de células hematopoyéticas (HCP o SHP-1), que funcionan como regulador
negativo de la transduccién de sefiales del receptor de EPO (Klingmuller et al., 1995, Cell 80:729-738).

Los términos usados en esta memoria descriptiva tienen generalmente sus significados habituales en la técnica,
dentro del contexto de esta invencién y en el contexto especifico donde se usa cada término. Determinados términos
se comentan a continuacién o en otras partes en la memoria descriptiva para proporcionar una guia adicional al
experto para describir las composiciones y los métodos de la invenciéon y cémo prepararlos y usarlos. El alcance o
significado de cualquier uso de un término resultard evidente a partir del contexto especifico en el que se usa el
término.

“‘Aproximadamente” y “de manera aproximada” significaran generalmente un grado de error aceptable para la
cantidad medida dada la naturaleza o precisiéon de las mediciones. Normalmente, los grados de error a modo de
ejemplo estén dentro del 20 por ciento (%), preferiblemente dentro del 10 %, y mas preferiblemente dentro del 5 %
de un valor o intervalo de valores dado.

Alternativamente, y en particular en sistemas biolégicos, los términos “aproximadamente” y “de manera aproximada”
pueden significar valores que estédn dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces y mas
preferiblemente dentro de 2 veces de un valor dado. Las cantidades numéricas dadas en el presente documento son
aproximaciones a menos que se indique lo contrario, lo que significa que el término “aproximadamente” o “de
manera aproximada” puede inferirse cuando no se indique expresamente.

Los métodos también descritos en el presente documento, aunque no reivindicados, pueden incluir etapas de
comparar secuencias entre si, incluyendo la secuencia de tipo natural con uno o mas mutantes (variantes de
secuencia). Tales comparaciones comprenden normalmente alineaciones de secuencias de polimero, por ejemplo,
usando algoritmos y/o programas de alineacién de secuencias que se conocen bien en la técnica (por ejemplo,
BLAST, FASTA y MEGALIGN, por nombrar algunos). El experto en la técnica puede apreciar facilmente que, en
tales alineaciones, cuando una mutacién contiene una insercién o delecién de residuo, la alineaciéon de secuencia
introducira un “hueco” (representado normalmente por un guion, o “A”) en la secuencia de polimero que no contiene
el residuo insertado o delecionado.

“Homoblogo”, en todas sus formas gramaticales y variaciones ortograficas, se refiere a la relacidén entre dos proteinas
que presentan un “origen evolutivo comun”, incluyendo proteinas de superfamilias en la misma especie de
organismo, asi como proteinas homdélogas de diferentes especies de organismo. Tales proteinas (y sus acidos
nucleicos codificantes) tienen homologia de secuencia, tal como se refleja por su similitud de secuencia, ya sea en
cuanto a porcentaje de identidad o por la presencia de residuos o motivos especificos y posiciones conservadas.

El término “similitud de secuencia”, en todas sus formas gramaticales, se refiere al grado de identidad o
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correspondencia entre secuencias de é&cidos nucleicos o aminoacidos que pueden compartir un origen evolutivo
comun o no.

Sin embargo, en el uso habitual y en la presente solicitud, el término “homélogo”, cuando se modifica con un
adverbio tal como “altamente”, puede referirse a la similitud de secuencia y puede estar relacionado con un origen
evolutivo comdn o no.

2. Polipéptidos trampa de GDF

La divulgacién se refiere generalmente a polipéptidos trampa de GDF, por ejemplo, polipéptidos de ActRIIB variantes
solubles, incluyendo, por ejemplo, fragmentos, variantes funcionales, y formas modificadas de polipéptidos de
ActRIIB. Sin embargo, se entiende que la invencién reivindicada sélo cubre tales polipéptidos tal como se definen en
las reivindicaciones adjuntas para los usos médicos reivindicados. Los polipéptidos trampa de GDF pueden tener al
menos una actividad biolégica similar o igual a un polipéptido de ActRIIB de tipo natural correspondiente. Por
ejemplo, un polipéptido trampa de GDF de la invencién puede unirse a, e inhibir la funcién de, un ligando de ActRIIB
(por ejemplo, activina A, activina AB, activina B, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7). Opcionalmente, un polipéptido
trampa de GDF aumenta los niveles de glébulos rojos. Los ejemplos de polipéptidos trampa de GDF incluyen
polipéptidos precursores de ActRIIB humano (SEQ ID NO: 1 6 39) que tienen una 0 més variaciones de secuencia, y
polipéptidos de ActRIIB humano solubles (por ejemplo, SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 y 41) que
tienen una o més variaciones de secuencia.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ActRIIB” se refiere a una familia de proteinas del receptor de
activina de tipo lIb (ActRIIB) de cualquier especie y a variantes derivadas de tales proteinas de ActRIIB mediante
mutagénesis u otra modificaciéon. Se entiende que la referencia a ActRIIB en el presente documento es una
referencia a una cualquiera de las formas identificadas actualmente. Los miembros de la familia de ActRIIB son
generalmente proteinas transmembrana, compuestas por un dominio extracelular de unién a ligando con una regién
rica en cisteina, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmico con actividad serina/treonina cinasa
predicha. En la figura 1 se ilustran secuencias de aminoacidos del dominio extracelular soluble de ActRIIA humano
(proporcionado a modo de comparacién) y del dominio extracelular soluble de ActRIIB.

El término “polipéptido de ActRIIB” incluye polipéptidos que comprenden cualquier polipéptido que se produce de
manera natural de un miembro de la familia de ActRIIB, asi como cualquier variante de los mismos (incluyendo
mutantes, fragmentos, fusiones, y formas peptidomiméticas) que conservan una actividad util. Véase, por ejemplo, el
documento WO 2006/012627. Por ejemplo, los polipéptidos de ActRIIB incluyen polipéptidos derivados de la
secuencia de cualquier ActRIIB conocido que tenga una secuencia al menos aproximadamente el 80 % idéntica a la
secuencia de un polipéptido de ActRIIB, y opcionalmente una identidad de al menos el 85 %, el 90 %, el 95 %, el
97 %, el 99 % o mayor. Por ejemplo, un polipéptido de ActRIIB puede unirse a, e inhibir la funcién de, una proteina
de ActRIIB y/o activina. Un polipéptido de ActRIIB que es una trampa de GDF puede seleccionarse por su actividad
para fomentar la formacién de glébulos rojos in vivo. Los ejemplos de polipéptidos de ActRIIB incluyen polipéptido
precursor de ActRIIB humano (SEQ ID NO: 1y 39) y polipéptidos de ActRIIB humano solubles (por ejemplo, SEQ ID
NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 y 41). La numeracién de aminoacidos para todos los polipéptidos
relacionados con ActRIIB descritos en el presente documento se basa en la numeracién para SEQ ID NO: 1, a
menos que se designe especificamente lo contrario.

La secuencia de proteina precursora de ActRIIB humano es tal como sigue:

MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGEAE TRECIYYNANWE LERT@QSGLERC

EGEQDKRLHCYASWQ@SSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQ
VYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIG
GLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHEDPGPPPPSPLVGLKPLQLLEIK
ARGREFGCVWEKAQLMNDEVAVKIEFPLODKOSWOSEREIFSTPGMKHENLL
QFIAAFEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNIITWNELCHVAETM
SRGLSYLHEDVPWCRGEGHKPS IAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADEGLA
VRFEPGKPPGDTHGOVGTRRYMAPEVLEGAINFORDAFLRIDMYAMGLY
LWELVSRCKAADGPVDEYMLPFEEETIGOHPSLEELQEVVVHKKMRPTIK
DHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLSAGCVEERVSLIRRSVNGTTS

DCLVSTLVTSVTNVDLPPKESST (SEQ ID NO: 1)

15



ES 3010483 T3

El péptido sefial estd subrayado; el dominio extracelular esta en negrita y los posibles sitios de glicosilacién ligada a
N estéan en recuadros.

También se notifica en la bibliografia una forma con una alanina en la posicién 64, tal como sigue:

MTAPWVALALLWGSLWPGSGRGEAE TRECIYYNANWE LERT@QSGLERC

EGEQDKRLHCYASWA@SSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQ
VYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTLLTVLAYSLLPIG
GLSLIVLLAFWMYRHRKPPYGHVDIHEDPGPPPPSPLVGLKPLOQLLEIK
ARGRFGCVWKAQLMNDEFVAVKIFPLODKOSWOSERETIFSTPGMKHENLL
QFIAAEKRGSNLEVELWLITAFHDKGSLTDYLKGNIITWNELCHVAETM
SRGLSYLHEDVPWCRGEGHEKPS IAHRDFKSKNVLLKSDLTAVLADEGLA
VRFEPGKPPGDTHGQVGTRRYMAPEVLEGAINFOQRDAFLRIDMYAMGLY
LWELVSRCKAADGPVDEYMLPFEEETIGQHPSLEELQEVVVHKKMRPTIK
DHWLKHPGLAQLCVTIEECWDHDAEARLSAGCVEERVSLIRRSVNGTTS
DCLVSLVTSVTNVDLPPKESST (SEQ ID NO: 39)

La secuencia de polipéptido procesado soluble (extracelular) de ActRIIB humano es tal como sigue:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNEREFTHLP

EAGGPEVTYEPPPTAPT (SEQID NO:2)

La forma alternativa con una A64 es tal como sigue:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNEREFTHLP

EAGGPEVTYEPPPTAPT (SEQ ID NO: 40)

En algunas condiciones, la proteina puede producirse con una secuencia ‘SGR...” en el extremo N-terminal. La
“cola” C-terminal del dominio extracelular estd subrayada. La secuencia con la “cola” delecionada (una secuencia
A15) es tal como sigue:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSG
TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPOQVYFCCCEGNFCNEREFTHLP
EA (SEQ ID NO: 3)

La forma alternativa con una A64 es tal como sigue:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWANSSG
TIELVKKGCWLDDENCYDRQECVATEENPOVYFCCCEGNFCNERFTHLP
EA (SEQ ID NO: 41)

En algunas condiciones, la proteina puede producirse con una secuencia “‘SGR...” en el extremo N-terminal. La
secuencia de acido nucleico que codifica para una proteina precursora de ActRIIB humano es tal como sigue:
(nucledtidos 5-1543 del registro de Genbank NM_001106) (la secuencia tal como se muestra proporciona una
alanina en la posicién 64, y puede modificarse para proporcionar una arginina en su lugar)
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ATGACGGCGCCCTGGGTGGCCCTCGCCCTCCTCTGGGGATCGCTGTGGC
CCGGCTCTGGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAA
CGCCAACTGGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGCTGC
GAAGGCGAGCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCAACA
GCTCTGGCACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTT
CAACTGCTACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAG
GTGTACTTCTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTC
ATTTGCCAGAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGAL
AGCCCCCACCCTGCTCACGGTGCTGGCCTACTCACTGCTGCCCATCGGGE
GGCCTTTCCCTCATCGTCCTGCTGGCCTTTTGGATGTACCGGCATCGCA
AGCCCCCCTACGGTCATGTGGACATCCATGAGGACCCTGGGCCTCCACC
ACCATCCCCTCTGGTGGGCCTGAAGCCACTGCAGCTGCTGGAGATCAAG
GCTCGGGGGCGCTTTGGCTGTGTCTGGAAGGCCCAGCTCATGAATGACT
TTGTAGCTGTCAAGATCTTCCCACTCCAGGACAAGCAGTCGTGGCAGAG
TGAACGGGAGATCTTCAGCACACCTGGCATGAAGCACGAGAACCTGCTA
CAGTTCATTGCTGCCGAGAAGCGAGGCTCCAACCTCGAAGTAGAGCTGT
GGCTCATCACGGCCTTCCATGACAAGGGCTCCCTCACGGATTACCTCAA
GGGGAACATCATCACATGGAACGAACTGTGTCATGTAGCAGAGACGATG
TCACGAGGCCTCTCATACCTGCATGAGGATGTGCCCTGGTGCCGTGGCE
AGGGCCACAAGCCGTCTATZGCCCACAGGGACTTTAAAAGTAAGAATGT
ATTGCTGAAGAGCGACCTCACAGCCGTGCTGGCTGACTTTGGCTTGGCT
GTTCGATTTGAGCCAGGGAARAACCTCCAGGGGACACCCACGGACAGGTAG
GCACGAGACGGTACATGGCTCCTGAGGTGCTCGAGGGAGCCATCAACTT
CCAGAGAGATGCCTTCCTGCGCATTGACATGTATGCCATGGGGTTGGTG
CTGTGGGAGCTTGTGTCTCGCTGCAAGGCTGCAGACGGACCCGTGGATG
AGTACATGCTGCCCTTTGAGGAAGAGATTGGCCAGCACCCTTCGTTGGA
GGAGCTGCAGGAGGTGGTGGTGCACAAGAAGATGAGGCCCACCATTAAA
GATCACTGGTTGAAACACCCGGGCCTGGCCCAGCTTTGTGTGACCATCG
AGGAGTGCTGGGACCATGATGCAGAGGCTCGCTTGTCCGCGGGCTGTGT
GGAGGAGCGGGTGTCCCTGATTCGGAGGTCGGTCAACGGCACTACCTCG
GACTGTCTCGTTTCCCTGGTGACCTCTGTCACCAATGTGGACCTGCCCC
CTARAGAGTCAAGCATCTAA (SEQID NO: 4)

La secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido soluble (extracelular) de ActRIIB humano es tal
como sigue (la secuencia tal como se muestra proporciona una alanina en la posicién 64, y puede modificarse para
proporcionar una arginina en su lugar):
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GGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGTGCATCTACTACAACGCCAACT
GGGAGCTGGAGCGCACCAACCAGAGCGGCCTGGAGCGCTGCGAAGGCGA
GCAGGACAAGCGGCTGCACTGCTACGCCTCCTGGGCCAACAGCTCTGGC
ACCATCGAGCTCGTGAAGAAGGGCTGCTGGCTAGATGACTTCAACTGCT
ACGATAGGCAGGAGTGTGTGGCCACTGAGGAGAACCCCCAGGTGTACTT
CTGCTGCTGTGAAGGCAACTTCTGCAACGAGCGCTTCACTCATTTGCCA
GAGGCTGGGGGCCCGGAAGTCACGTACGAGCCACCCCCGACAGCCCCCA
cc (SEQID NO: 5)

Los polipéptidos trampa de GDF pueden ser formas variantes de polipéptidos de ActRIIB solubles. Tal como se
describe en el presente documento, el término “polipéptido de ActRIIB soluble” se refiere generalmente a
polipéptidos que comprenden un dominio extracelular de una proteina de ActRIIB. El término “polipéptido de ActRIIB
soluble”, tal como se usa en el presente documento, incluye cualquier dominio extracelular que se produce de
manera natural de una proteina de ActRIIB, asi como cualquier variante del mismo (incluyendo mutantes,
fragmentos y formas peptidomiméticas) que conservan una actividad util. Por ejemplo, el dominio extracelular de una
proteina de ActRIIB se une a un ligando y es generalmente soluble. Los ejemplos de polipéptidos de ActRIIB
solubles incluyen polipéptidos de ActRIIB solubles (por ejemplo, SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38,40y
41). Otros ejemplos de polipéptidos de ActRIIB solubles comprenden una secuencia sefial ademés del dominio
extracelular de una proteina de ActRIIB, véase el ejemplo 1. La secuencia sefial puede ser una secuencia sefial
nativa de un ActRIIB, o una secuencia sefial de otra proteina, tal como una secuencia sefial de activador tisular del
plasmindgeno (TPA) o una secuencia sefial de melitina de abeja melifera (HBM).

La divulgacion identifica variantes y porciones funcionalmente activas de ActRIIB. Los solicitantes han determinado
que una proteina de fusién Fc que tiene la secuencia dada a conocer por Hilden et al. (Blood. 15 de abril de
1994:83(8):2163-70), que tiene una alanina en la posicién correspondiente al aminoacido 64 de SEQ ID NO: 1 (A64),
tiene una afinidad relativamente baja por activina y GDF-11. En cambio, la misma proteina de fusién Fc con una
arginina en la posicién 64 (R64) tiene una afinidad por activina y GDF-11 en el intervalo de nanomolar bajo a
picomolar alto. Por tanto, en esta divulgacién se usa una secuencia con una R64 como secuencia de referencia de
tipo natural para ActRIIB humano.

Attisano et al. (Cell. 10 de enero de 1992;68(1):97-108) demostraron que una deleciéon del nudo de prolina en el
extremo C-terminal del dominio extracelular de ActRIIB redujo la afinidad del receptor por activina. Una proteina de
fusién ActRIIB-Fc que contiene los aminoacidos 20-119 de SEQ ID NO: 1, “ActRIIB(20-119)-Fc¢”, tiene una unién a
GDF-11 y activina reducida en relacion con ActRIIB(20-134)-Fc, que incluye la regién de nudo de prolina y el
dominio yuxtamembrana completo. Sin embargo, una proteina de ActRIIB(20-129)-Fc conserva una actividad similar
pero algo reducida en relaciéon con el tipo natural, incluso aunque la regién de nudo de prolina esté alterada. Por
tanto, se espera que todos los dominios extracelulares de ActRIIB que se detienen en el aminoécido 134, 133, 132,
131, 130 y 129 sean activos, pero los constructos que se detienen en 134 6 133 pueden ser los mas activos. De
manera similar, no se espera que las mutaciones en cualquiera de los residuos 129-134 alteren la afinidad de unién
a ligando en grandes margenes. Para respaldar esto, las mutaciones P129 y P130 no disminuyen sustancialmente la
unién al ligando. Por tanto, un polipéptido trampa de GDF que es una proteina de fusién ActRIIB-Fc puede terminar
tan pronto como en el aminoécido 109 (la cisteina final); sin embargo, se espera que las formas que terminan en o
entre 109 y 119 tengan una unién al ligando reducida. EI aminoacido 119 estd poco conservado y, por tanto, se
altera o trunca facilmente. Las formas que terminan en 128 o después conservan la actividad de unién al ligando.
Las formas que terminan en o entre 119 y 127 tendran una capacidad de unién intermedia. Puede ser deseable usar
cualquiera de estas formas, dependiendo del entorno clinico o experimental.

En el extremo N-terminal de ActRIIB, se espera que una proteina que comienza en el aminoacido 29 o antes
conservara la actividad de unién al ligando. El aminoé&cido 29 representa la cisteina inicial. Una mutacién de alanina
a asparagina en la posicién 24 introduce una secuencia de glicosilacién ligada a N sin afectar sustancialmente a la
unién al ligando. Esto confirma que se toleran bien las mutaciones en la regién entre el péptido de escisidén sefial y la
regién reticulada de cisteina, correspondiente a los aminoacidos 20-29. En particular, los constructos que comienzan
en la posicién 20, 21, 22, 23 y 24 conservaran la actividad, y también se espera que los constructos que comienzan
en las posiciones 25, 26, 27, 28 y 29 conserven la actividad. Los datos mostrados en los ejemplos demuestran que,
sorprendentemente, un constructo que comienza en 22, 23, 24 6 25 tendra la mayor actividad.

En conjunto, una porcién activa de ActRIIB comprende los aminoéacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1, y los constructos
trampa de GDF pueden comprender, por ejemplo, una porcién de ActRIIB que comienza en un residuo
correspondiente a los aminoéacidos 20-29 de SEQ ID NO: 1 6 39 y que termina en una posicidén correspondiente a los
aminoécidos 109-134 de SEQ ID NO: 1 6 39. Otros ejemplos incluyen constructos que comienzan en una posicion
desde 20-29 6 21-29 y terminan en una posicién desde 119-134, 119-133, 129-134, 6 129-133 de SEQ ID NO: 1 6
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39. Otros ejemplos incluyen constructos que comienzan en una posicion desde 20-24 (6 21-24, 6 22-25) y terminan
en una posicién desde 109-134 (6 109-133), 119-134 (6 119-133), 6 129-134 (6 129-133) de SEQ ID NO: 1 6 39.
También se contemplan variantes dentro de estos intervalos, particularmente aquellas que tienen una identidad de al
menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 % o el 99 % con la porcién correspondiente de SEQ ID NO: 1 6 39. El
polipéptido trampa de GDF puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en, un polipéptido que tiene
una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el
99 % o el 100 % idéntica a los residuos de aminoacido 25-131 de SEQ ID NO: 1 ¢ 39. El polipéptido trampa de GDF
puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en, un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoécidos que es al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o el 100 %
idéntica a las SEQ ID NO: 7, 26, 28, 29, 32, 37 6 38. El polipéptido trampa de GDF puede consistir en, o consistir
esencialmente en, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, 26, 28, 29, 32, 37 6 38.

La divulgacién incluye los resultados de un analisis de estructuras compuestas de ActRIIB, mostradas en la figura 1,
demostrando que el bolsillo de unién a ligando esta definido por los residuos Y31, N33, N35, L38 hasta T41, E47,
E50, Q53 hasta K55, L57, H58, Y60, S62, K74, W78 hasta N83, Y85, R87, A92, y E94 hasta F101. En estas
posiciones, se espera que se toleraran mutaciones conservadoras, aunque una mutacién K74A se tolera bien, como
lo son R40A, K55A, F82A y las mutaciones en la posicién L79. R40 es una K en Xenopus, que indica que se
tolerardn aminoacidos basicos en esta posicion. Q53 es una R en ActRIIB bovino y una K en ActRIIB de Xenopus vy,
por tanto, se tolerardn aminoécidos incluyendo R, K, Q, N y H en esta posicién. Por tanto, una férmula general para
una proteina trampa de GDF es una que comprende los aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1 é 39, pero que
opcionalmente comienza en una posicién que oscila entre 20-24 § 22-25 y termina en una posicién que oscila entre
129-134, y que comprende no mas de 1, 2, 5, 10 6 15 cambios conservadores de aminoé&cidos en el bolsillo de unién
a ligando, y cero, una o mas alteraciones no conservadoras en las posiciones 40, 53, 55, 74, 79 y/o 82 en el bolsillo
de unién a ligando. Una proteina de este tipo puede conservar mas del 80 %, del 90 %, del 95 % o del 99 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1 6 39. Los sitios fuera del bolsillo
de unién, en los que la variabilidad puede tolerarse particularmente bien, incluyen los extremos amino-terminal y
carboxilo-terminal del dominio extracelular (tal como se indicé anteriormente), y las posiciones 42-46 y 65-73. Una
alteracién de asparagina a alanina en la posicion 65 (N65A) realmente mejora la unién al ligando en la AB4
precedente y, por tanto, se espera que no tenga ningun efecto perjudicial sobre la unién al ligando en la R64
precedente. Este cambio probablemente elimina la glicosilaciéon en N65 en la A64 precedente, demostrando asi que
es probable que se tolere un cambio significativo en esta regién. Aunque se tolera poco un cambio R64A, R64K se
tolera bien y, por tanto, puede tolerarse otro residuo basico, tal como H, en la posicién 64.

ActRIIB se conserva bien en practicamente todos los vertebrados, con grandes tramos del dominio extracelular
completamente conservados. Muchos de los ligandos que se unen a ActRIIB también estan altamente conservados.
Por consiguiente, las comparaciones de secuencias de ActRIIB de diversos organismos vertebrados proporcionan
informacién sobre los residuos que pueden alterarse. Por tanto, un polipéptido variante de ActRIIB humano activo util
como trampa de GDF puede incluir uno 0 mas aminoacidos en posiciones correspondientes de la secuencia de otro
ActRIIB de vertebrado, o puede incluir un residuo que es similar al de la secuencia humana o de otro vertebrado. Los
siguientes ejemplos ilustran este enfoque para definir una variante de ActRIIB activa. L46 es una valina en ActRIIB
de Xenopus y, por tanto, puede alterarse esta posicién, y opcionalmente puede alterarse a otro residuo hidréfobo, tal
como V, | o F, o un residuo apolar, tal como A. E52 es una K en Xenopus, que indica que este sitio puede ser
tolerante de una amplia variedad de cambios, incluyendo residuos polares, tales como E, D, K, R, H, S, T,P, G, Yy
probablemente A. T93 es una K en Xenopus, que indica que se tolera una amplia variacién estructural en esta
posicion, favoreciéndose los residuos polares, tales como S, K, R, E, D, H, G, P, Ge Y. F108 es una Y en Xenopus
y, por tanto, deben tolerarse Y u otro grupo hidréfobo, tal como |, V o L. E111 es una K en Xenopus, que indica que
se tolerarén residuos cargados en esta posicién, incluyendo D, R, Ky H, asi como Q y N. R112 es una K en
Xenopus, que indica que se toleran residuos basicos en esta posicién, incluyendo R y H. A en la posicién 119 esta
relativamente poco conservada, y aparece como P en roedores y V en Xenopus, por tanto debe tolerarse
esencialmente cualquier aminoacido en esta posicion.

La divulgacion demuestra que la adicién de un sitio de glicosilacién ligada a N adicional (N-X-S/T) aumenta la
semivida sérica de una proteina de fusion ActRIIB-Fc, en relacién con la forma ActRIIB(R64)-Fc. Al introducir una
asparagina en la posiciéon 24 (constructo A24N), se crea una secuencia NXT que puede conferir una semivida mas
larga. Se encuentran otras secuencias NX(T/S) en 42-44 (NQS) y 65-67 (NSS), aunque esta ultima puede no estar
glicosilada eficientemente con la R en la posicién 64. Las secuencias N-X-S/T pueden introducirse generalmente en
posiciones fuera del bolsillo de unién a ligando definido en la figura 1. Los sitios particularmente adecuados para la
introduccién de secuencias N-X-S/T no endégenas incluyen los aminoacidos 20-29, 20-24, 22-25, 109-134, 120-134
6 129-134. Las secuencias N-X-S/T también pueden introducirse en el ligador entre la secuencia de ActRIIB y Fc u
otro componente de fusién. Un sitio de este tipo puede introducirse con un esfuerzo minimo mediante la introduccién
de una N en la posicién correcta con respecto a una S o T preexistente, o mediante la introduccién deunaSo T en
una posicién correspondiente a una N preexistente. Por tanto, alteraciones convenientes que crearian un sitio de
glicosilacién ligada a N son: A24N, R64N, S67N (posiblemente en combinacién con una alteracion N65A), E106N,
R112N, G120N, E123N, P129N, A132N, R112S y R112T. Cualquier S que se prediga que esté glicosilada puede
alterarse a una T sin crear ningun sitio inmunogénico, debido a la proteccién proporcionada por la glicosilacién.
Asimismo, cualquier T que se prediga que esta glicosilada puede alterarse a una S. Por tanto, se contemplan las
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alteraciones S67T y S44T. Asimismo, en una variante A24N, puede usarse una alteracién S26T. Por consiguiente,
una trampa de GDF puede ser una variante de ActRIIB que tenga una o mas secuencias de consenso de
glicosilacién ligada a N no endégenas adicionales.

La posicién L79 de ActRIIB puede alterarse para conferir unas propiedades de unidn a activina-miostatina (GDF-11)
alteradas. L79P reduce la unién a GDF-11 en mayor medida que la unién a activina. L79E o L79D conserva la unién
a GDF-11. Notablemente, las variantes L79E y L79D han reducido en gran medida la unién a activina. Experimentos
in vivo indican que estos receptores no de activina conservan una capacidad significativa para aumentar los glébulos
rojos, pero muestran efectos disminuidos sobre otros tejidos. Estos datos demuestran la conveniencia y viabilidad de
obtener polipéptidos con efectos reducidos sobre la activina. Los métodos descritos en el presente documento
pueden utilizar un polipéptido trampa de GDF que es un polipéptido de ActRIIB variante que comprende un
aminoécido acido (por ejemplo, D o E) en la posicién correspondiente a la posicién 79 de SEQ ID NO: 1 6 39,
opcionalmente en combinacién con una o mas sustituciones, adiciones, o deleciones de aminoacidos adicionales.

Las variaciones descritas pueden combinarse de diversas maneras. Adicionalmente, los resultados del programa de
mutagénesis descrito en el presente documento indican que hay posiciones de aminoacido en ActRIIB que a
menudo es beneficioso conservar. Estas incluyen la posicidén 64 (aminoacido basico), la posicién 80 (aminoécido
acido o hidréfobo), la posicion 78 (hidréfobo, y particularmente triptéfano), la posicién 37 (4cido, y particularmente
acido aspartico o glutdmico), la posicion 56 (aminoécido basico), la posicién 60 (aminoacido hidréfobo,
particularmente fenilalanina o tirosina). Por tanto, en cada una de las variantes dadas a conocer en el presente
documento, la divulgaciéon proporciona una trama de aminoacidos que pueden conservarse. Otras posiciones que
puede ser conveniente conservar son las siguientes: la posicién 52 (aminoacido acido), la posicién 55 (aminoécido
béasico), la posicion 81 (acido), 98 (polar o cargado, particularmente E, D, R o K).

Pueden obtenerse fragmentos aislados de polipéptidos de ActRIIB mediante el cribado de polipéptidos producidos
de manera recombinante a partir del fragmento correspondiente del acido nucleico que codifica para un polipéptido
de ActRIIB (por ejemplo, SEQ ID NO: 4 y 5). Ademas, los fragmentos pueden sintetizarse quimicamente usando
técnicas conocidas en la técnica tales como quimica de f-Moc o t-Boc en fase sélida de Merrifield convencional. Los
fragmentos pueden producirse (de manera recombinante o mediante sintesis quimica) y someterse a prueba para
identificar aquellos fragmentos de peptidilo que pueden funcionar, por ejemplo, como antagonistas (inhibidores) o
agonistas (activadores) de una proteina de ActRIIB o un ligando de ActRIIB.

El polipéptido trampa de GDF puede ser un polipéptido de ActRIIB variante que tiene una secuencia de aminoacidos
que es al menos el 75 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26,
28, 29, 32, 37, 38, 40 6 41. En determinados casos, la trampa de GDF tiene una secuencia de aminoacidos al
menos el 80 %, el 85%, el 90 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, el 99% o el 100 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 6 41. En determinadas
realizaciones, la trampa de GDF comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de
aminoacidos al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o el 100 % idéntica a una
secuencia de aminoéacidos seleccionada de las SEQ ID NO: 2, 3, 7, 11, 26, 28, 29, 32, 37, 38, 40 6 41, en donde la
posicién correspondiente a L79 de SEQ ID NO: 1 es un aminoécido acido (por ejemplo, un residuo de aminoacido D
o E).

También se contempla en el presente documento, aunque no esté cubierta por las reivindicaciones, la preparacién
de variantes funcionales mediante la modificacién de la estructura de un polipéptido trampa de GDF para propésitos
tales como potenciar la eficacia terapéutica, o la estabilidad (por ejemplo, vida dtil en almacenamiento ex vivo y
resistencia a la degradacién proteolitica /in vivo). Los polipéptidos trampa de GDF también pueden producirse
mediante sustitucién, delecién o adicién de aminoacidos. Por ejemplo, es razonable esperar que un reemplazo
aislado de una leucina por una isoleucina o valina, un aspartato por un glutamato, una treonina por una serina, o un
reemplazo similar de un aminoacido por un aminoéacido estructuralmente relacionado (por ejemplo, mutaciones
conservadoras) no tendrad ningun efecto importante sobre la actividad biolégica de la molécula resultante. Los
reemplazos conservadores son aquellos que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan
relacionados en cuanto a sus cadenas laterales. Puede determinarse facilmente si un cambio en la secuencia de
aminodacidos de un polipéptido trampa de GDF da como resultado una variante funcional evaluando la capacidad del
polipéptido trampa de GDF para producir una respuesta en células en relacién con el polipéptido trampa de GDF no
modificado o un polipéptido de ActRIIB de tipo natural, o para unirse a uno o més ligandos, tales como activina,
GDF-11 o miostatina, en comparacién con el polipéptido trampa de GDF no modificado o un polipéptido de ActRIIB
de tipo natural.

También se contempla en el presente documento, aunque no esta cubierta por las reivindicaciones, la realizacion de
mutaciones en el dominio extracelular (también denominado dominio de unién a ligando) de un polipéptido de
ActRIIB de manera que el polipéptido de ActRIIB tenga actividades de unién al ligando alteradas (por ejemplo,
afinidad de unidén o especificidad de unién). Tales polipéptidos trampa de GDF pueden tener una afinidad de unién
alterada (elevada o reducida) por un ligando especifico. En otros casos, los polipéptidos trampa de GDF tienen una
especificidad de unién alterada para los ligandos de ActRIIB.
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Por ejemplo, la divulgacién proporciona polipéptidos trampa de GDF que se unen preferentemente a GDF8/GDF11
en relacion con las activinas. La divulgacién establece ademés la conveniencia de tales polipéptidos para reducir los
efectos inespecificos, aunque tales variantes selectivas pueden ser menos convenientes para el tratamiento de
enfermedades graves donde pueden necesitarse ganancias muy grandes en los niveles de gldbulos rojos para el
efecto terapéutico y donde es aceptable cierto nivel de efecto inespecifico. Por ejemplo, los residuos de aminoacido
de la proteina de ActRIIB, tales como E39, K55, Y60, K74, W78, D80, y F101, estan en el bolsillo de unién a ligando
y median en la unién a sus ligandos tales como activina y GDF8. Por tanto, la presente invencién proporciona una
trampa de GDF que comprende un dominio de unién a ligando (por ejemplo, dominio de unién a GDF8) alterado de
un receptor ActRIIB, que comprende una o mas mutaciones en esos residuos de aminoécido. Opcionalmente, el
dominio de unién a ligando alterado puede tener una selectividad aumentada para un ligando tal como GDF8 en
relacién con un dominio de unién a ligando de tipo natural de un receptor ActRIIB. A modo de ilustracién, estas
mutaciones aumentan la selectividad del dominio de unidén a ligando alterado para GDF8 con respecto a activina.
Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado tiene una razén de K, para la unién a activina con respecto a
Kq para la unién a GDF8 que es al menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces mayor en relaciéon con la razén para el
dominio de unién a ligando de tipo natural. Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado tiene una razén de
Clso para inhibir activina con respecto a Clsg para inhibir GDF8 que es al menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces mayor
en relacién con el dominio de unién a ligando de tipo natural. Opcionalmente, el dominio de unién a ligando alterado
inhibe GDF8 con una Clsg al menos 2, 5, 10, o incluso 100 veces menor que la Clsg para inhibir activina.

Como un ejemplo especifico, el residuo de aminoécido cargado positivamente Asp (D80) del dominio de unién a
ligando de ActRIIB puede mutarse a un residuo de aminoécido diferente para producir un polipéptido trampa de GDF
que se une preferentemente a GDF8, pero no a activina. Preferiblemente, el residuo D80 se cambia a un residuo de
aminoécido seleccionado del grupo que consiste en: un residuo de aminoacido no cargado, un residuo de
aminodacido cargado negativamente, y un residuo de aminoécido hidr6fobo. Como un ejemplo especifico adicional, el
residuo hidréfobo, L79, puede alterarse a los aminoécidos acidos acido aspértico o acido glutdmico para reducir en
gran medida la unién a activina mientras se conserva la unién a GDF11. Tal como reconocerd un experto en la
técnica, la mayoria de las mutaciones, variantes o modificaciones descritas pueden realizarse a nivel de é&cido
nucleico o, en algunos casos, mediante modificacién posterior a la traduccién o sintesis quimica. Tales técnicas se
conocen bien en la técnica.

Los polipéptidos trampa de GDF pueden tener mutaciones especificas en ActRIIB para alterar la glicosilacién del
polipéptido de ActRIIB. En la figura 1 se ilustran sitios de glicosilacion a modo de ejemplo en polipéptidos trampa de
GDF (por ejempilo, los sitios NX(S/T) subrayados). Tales mutaciones pueden seleccionarse para introducir o eliminar
uno o mas sitios de glicosilacidén, tales como sitios de glicosilacién ligada a N o ligada a O. Los sitios de
reconocimiento de glicosilacién ligada a asparagina comprenden generalmente una secuencia tripeptidica,
asparagina-X-treonina (donde “X” es cualquier aminoacido) que se reconoce especificamente por enzimas de
glicosilacién celular apropiadas. La alteracién también puede realizarse mediante la adicién de, o sustitucién por,
uno o mas residuos de serina o treonina en la secuencia del polipéptido de ActRIIB de tipo natural (para los sitios de
glicosilacién ligada a O). Una variedad de sustituciones o deleciones de aminoacidos en una o ambas de las
posiciones primera o tercera de aminoécido de un sitio de reconocimiento de glicosilacion (y/o una delecién de
aminoécido en la segunda posicién) da como resultado la no glicosilacién en la secuencia tripeptidica modificada.
Otro medio para aumentar el nimero de restos de hidrato de carbono en un polipéptido trampa de GDF es mediante
acoplamiento quimico o enzimatico de glicésidos al polipéptido trampa de GDF. Dependiendo del modo de
acoplamiento usado, elllos azlcar(es) puede(n) unirse a (a) arginina e histidina; (b) grupos carboxilo libres; (c)
grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina; (d) grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina, o
hidroxiprolina; (e) residuos aromaticos tales como los de fenilalanina, tirosina, o triptéfano; o (f) el grupo amida de
glutamina. Estos métodos se describen en el documento WO 87/05330 y en Aplin y Wriston (1981) CRC Crit. Rev.
Biochem., pags. 259-306. La eliminacién de uno o mas restos de hidrato de carbono presentes en un polipéptido
trampa de GDF puede lograrse de manera quimica y/o enzimética. La desglicosilacién quimica puede implicar, por
ejemplo, la exposicién del polipéptido trampa de GDF al compuesto acido trifluorometanosulfénico, 0 un compuesto
equivalente. Este tratamiento da como resultado la escisién de la mayoria o la totalidad de los azucares, excepto el
azucar de unidn (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), mientras que deja intacta la secuencia de
aminoécidos. La desglicosilacion quimica se describe adicionalmente por Hakimuddin et al. (1987) Arch. Biochem.
Biophys. 259:52 y por Edge et al. (1981) Anal. Biochem. 118:131. La escisiéon enzimética de restos de hidrato de
carbono en polipéptidos trampa de GDF puede conseguirse mediante el uso de una variedad de endoglicosidasas y
exoglicosidasas tal como se describe por Thotakura et al. (1987) Met. Enzymol. 138:350. La secuencia de un
polipéptido trampa de GDF puede ajustarse, segun sea apropiado, dependiendo del tipo de sistema de expresion
usado, ya que las células de mamiferos, levaduras, insectos y plantas pueden introducir todas ellas patrones de
glicosilacién diferentes que pueden verse afectados por la secuencia de aminoacidos del péptido. En general, los
polipéptidos trampa de GDF para su uso en seres humanos se expresaran en una linea celular de mamifero que
proporcione una correcta glicosilacion, tal como las lineas celulares HEK293 o CHO, aunque también se espera que
sean Utiles otras lineas celulares de expresion en mamifero.

Esta divulgacién contempla ademas un método para generar variantes, particularmente conjuntos de variantes

combinatorias de un polipéptido trampa de GDF, incluyendo, opcionalmente, variantes de truncamiento; las
agrupaciones de mutantes combinatorias son especialmente Utiles para identificar secuencias de trampa de GDF. El
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propésito de cribar tales bibliotecas combinatorias puede ser generar, por ejemplo, variantes de polipéptido trampa
de GDF que tengan propiedades alteradas, tales como una farmacocinética alterada, o una unién al ligando
alterada. A continuacién se proporcionan una variedad de ensayos de cribado, y tales ensayos pueden usarse para
evaluar las variantes. Por ejemplo, una variante de polipéptido trampa de GDF puede cribarse para determinar su
capacidad para unirse a un polipéptido de ActRIIB, para prevenir la unién de un ligando de ActRIIB a un polipéptido
de ActRIIB o para interferir con la sefializacién provocada por un ligando de ActRIIB.

La actividad de un polipéptido trampa de GDF o sus variantes también puede someterse a prueba en un ensayo
basado en células o in vivo. Por ejemplo, puede evaluarse el efecto de una variante de polipéptido trampa de GDF
sobre la expresién de genes implicados en la hematopoyesis. Esto puede realizarse, segln sea necesario, en
presencia de una o mas proteinas ligando de ActRIIB recombinantes (por ejemplo, activina), y las células pueden
transfectarse para producir un polipéptido trampa de GDF y/o variantes del mismo, y opcionalmente, un ligando de
ActRIIB. Asimismo, puede administrarse un polipéptido trampa de GDF a un ratén u otro animal, y pueden evaluarse
una o mas mediciones de sangre, tales como recuento de RBC, niveles de hemoglobina, niveles de hematocrito,
reservas de hierro o recuento de reticulocitos, usando métodos reconocidos en la técnica.

Pueden generarse variantes derivadas de manera combinatoria que tengan una potencia selectiva en relacién con
un polipéptido trampa de GDF de referencia. Tales proteinas variantes, cuando se expresan a partir de constructos
de ADN recombinantes, pueden usarse en protocolos de terapia génica. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar
a variantes que tengan semividas intracelulares drasticamente diferentes de la del polipéptido trampa de GDF no
modificado correspondiente. Por ejemplo, puede hacerse que la proteina alterada sea o bien mas estable o bien
menos estable frente a la degradacidn proteolitica u otros procesos que dan como resultado la destruccién o de otro
modo la inactivacién de un polipéptido trampa de GDF no modificado. Tales variantes, y los genes que las codifican,
pueden utilizarse para alterar los niveles de polipéptido trampa de GDF mediante la modulacién de la semivida de
los polipéptidos trampa de GDF. Por ejemplo, una semivida corta puede dar lugar a efectos biolégicos més
transitorios y, cuando forma parte de un sistema de expresién inducible, puede permitir un control més estrecho de
los niveles de polipéptido trampa de GDF recombinante dentro de la célula. En una proteina de fusién Fc, pueden
realizarse mutaciones en el ligador (si lo hay) y/o la porcién Fc para alterar la semivida de la proteina.

Los polipéptidos trampa de GDF pueden comprender ademas modificaciones posteriores a la traduccién, ademas de
cualquiera que esté presente de manera natural en los polipéptidos de ActRIIB. Tales modificaciones incluyen, pero
no se limitan a, acetilacién, carboxilacién, glicosilacién, fosforilacién, lipidacion, y acilacién. Como resultado, los
polipéptidos trampa de GDF pueden contener elementos distintos de aminoacidos, tales como polietilenglicoles,
lipidos, polisacaridos o monosacéridos, y fosfatos. Los efectos de tales elementos distintos de aminoécidos sobre la
funcionalidad de un polipéptido trampa de GDF pueden someterse a prueba tal como se describe en el presente
documento para otras variantes de polipéptido trampa de GDF. Cuando se produce un polipéptido trampa de GDF
en células mediante la escisién de una forma naciente del polipéptido trampa de GDF, el procesamiento posterior a
la traduccién también puede ser importante para el plegamiento y/o la funcién correctos de la proteina. Diferentes
células (tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, NIH-3T3 o HEK293) tienen una maquinaria celular especifica y
mecanismos caracteristicos para tales actividades posteriores a la traduccién y pueden elegirse para garantizar la
modificacién y el procesamiento correctos de los polipéptidos trampa de GDF.

Los polipéptidos trampa de GDF pueden incluir una proteina de fusién que tiene al menos una porcién de un
polipéptido de ActRIIB y uno o mas dominios de fusion. Los ejemplos bien conocidos de tales dominios de fusion
incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, Glu-Glu, glutatién S transferasa (GST), tiorredoxina, proteina A, proteina
G, una regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, Fc), proteina de unién a maltosa
(MBP), o albamina sérica humana. Un dominio de fusién puede seleccionarse para conferir una propiedad deseada.
Por ejemplo, algunos dominios de fusién son particularmente Utiles para el aislamiento de las proteinas de fusion
mediante cromatografia de afinidad. Con el propésito de purificaciéon por afinidad, se usan matrices relevantes para
cromatografia de afinidad, tales como resinas conjugadas con glutatién, amilasa, y niquel o cobalto. Muchas de tales
matrices estan disponibles en forma de “kit”, tal como el sistema de purificacién de GST de Pharmacia y el sistema
QlAexpress™ (Qiagen) Util con parejas de fusién (HISe). Como otro ejemplo, puede seleccionarse un dominio de
fusién para facilitar la deteccién de los polipéptidos trampa de GDF. Los ejemplos de tales dominios de deteccién
incluyen las diversas proteinas fluorescentes (por ejemplo, GFP), asi como “etiquetas de epitopo”, que son
habitualmente secuencias peptidicas cortas para las cuales esta disponible un anticuerpo especifico. Las etiquetas
de epitopo bien conocidas para las cuales estédn facilmente disponibles anticuerpos monoclonales especificos
incluyen las etiquetas FLAG, hemaglutinina (HA) del virus de la gripe, y c-myc. En algunos casos, los dominios de
fusién tienen un sitio de escisién de proteasa, tal como para el factor Xa o trombina, que permite que la proteasa
relevante digiera parcialmente las proteinas de fusién y libere de ese modo las proteinas recombinantes a partir de
las mismas. Las proteinas liberadas pueden aislarse entonces a partir del dominio de fusidn mediante una
separacion cromatografica posterior. Un polipéptido trampa de GDF puede fusionarse con un dominio que estabilice
el polipéptido trampa de GDF /n vivo (un dominio “estabilizador”). Por “estabilizacién” se entiende cualquier cosa que
aumente la semivida sérica, independientemente de si esto se debe a una destruccién disminuida, un aclaramiento
disminuido por parte del rifidn, u otro efecto farmacocinético. Se sabe que las fusiones con la porcién Fc de una
inmunoglobulina confieren propiedades farmacocinéticas convenientes a una amplia gama de proteinas. Asimismo,
las fusiones con albumina sérica humana pueden conferir propiedades convenientes. Otros tipos de dominios de
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fusién que pueden seleccionarse incluyen dominios de multimerizacion (por ejemplo, dimerizacién, tetramerizacién)
y dominios funcionales (que confieren una funcién biolégica adicional, tal como aumentar adicionalmente los niveles
de glébulos rojos).

Como un ejemplo especifico, la presente invencién proporciona una trampa de GDF que es una proteina de fusién
ActRIIB-Fc que comprende un dominio extracelular (por ejemplo, de unién a ligando) de polipéptido de ActRIIB
fusionado con un dominio Fc. A continuacién se muestra la secuencia de un dominio Fc a modo de ejemplo (SEQ ID
NO: 6).

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD (A) VSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK (A) VSNKALPVPIEKT ISKAK
GOPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
PFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEATLHN (A) HYTQKSLSTLSPGK*

Opcionalmente, el dominio Fc tiene una o mas mutaciones en residuos tales como Asp-265, Lys-322, y Asn-434. En
determinados casos, el dominio Fc mutante que tiene una o més de estas mutaciones (por ejemplo, mutacién Asp-
265) tiene una capacidad reducida para unirse al receptor de Fcy en relacién con un dominio Fc de tipo natural. En
otros casos, el dominio Fc mutante que tiene una o mas de estas mutaciones (por ejemplo, mutacién Asn-434) tiene
una capacidad aumentada para unirse al receptor de Fc relacionado con CMH de clase | (FCRN) en relacién con un
dominio Fc de tipo natural.

Se entiende que pueden disponerse diferentes elementos de las proteinas de fusién de cualquier manera que sea
compatible con la funcionalidad deseada. Por ejemplo, un polipéptido trampa de GDF puede colocarse de manera C-
terminal con respecto a un dominio heterélogo, o, alternativamente, un dominio heterélogo puede colocarse de
manera C-terminal con respecto a un polipéptido trampa de GDF. El dominio de polipéptido trampa de GDF vy el
dominio heterélogo no tienen por qué ser adyacentes en una proteina de fusién, y pueden incluirse dominios o
secuencias de aminoacidos adicionales de manera C-terminal o N-terminal con respecto a cualquier dominio o entre
los dominios.

Una proteina de fusién trampa de GDF puede comprender una secuencia de aminoéacidos tal como se expone en la
férmula A-B-C. La porcién B es un polipéptido de ActRIIB con truncamiento en el extremo N-terminal o el extremo C-
terminal que consiste en la secuencia de aminoécidos correspondiente a los aminoécidos 26-132 de SEQ ID NO: 26.
Las porciones A y C pueden ser independientemente cero, uno o mas de un aminoacido, y ambas porciones Ay C,
cuando estan presentes, son heterblogas con respecto a B. Las porciones A y/o C pueden unirse a la porcién B
mediante una secuencia de ligador. Los ligadores a modo de ejemplo incluyen ligadores polipeptidicos cortos tales
como 2-10, 2-5, 2-4, 2-3 residuos de glicina, tales como, por ejemplo, un ligador Gly-Gly-Gly. Otros ligadores
adecuados se describen anteriormente en el presente documento. Una proteina de fusién trampa de GDF puede
comprender una secuencia de aminoacidos tal como se expone en la férmula A-B-C, en donde A es una secuencia
lider, B consiste en los aminoacidos 26-132 de SEQ ID NO: 26, y C es una porcidn polipeptidica que potencia una o
mas de estabilidad in vivo, semivida in vivo, captacién/administracién, localizacién o distribucién tisular, formacién de
complejos proteicos, y/o purificacién. Una proteina de fusién trampa de GDF puede comprender una secuencia de
aminodacidos tal como se expone en la féormula A-B-C, en donde A es una secuencia lider de TPA, B consiste en los
aminoacidos 26-132 de SEQ ID NO: 26, y C es un dominio Fc de inmunoglobulina. Una proteina de fusién trampa de
GDF preferida comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 26.

Los polipéptidos trampa de GDF pueden contener una o méas modificaciones que son capaces de estabilizar los
polipéptidos trampa de GDF. Por ejemplo, tales modificaciones potencian la semivida in vitro de los polipéptidos
trampa de GDF, potencian la semivida circulatoria de los polipéptidos trampa de GDF o reducen la degradacion
proteolitica de los polipéptidos trampa de GDF. Tales modificaciones estabilizadoras incluyen, pero no se limitan a,
proteinas de fusién (incluyendo, por ejemplo, proteinas de fusién que comprenden un polipéptido trampa de GDF y
un dominio estabilizador), modificaciones de un sitio de glicosilacién (incluyendo, por ejemplo, la adicién de un sitio
de glicosilaciéon a un polipéptido trampa de GDF), y modificaciones de resto de hidrato de carbono (incluyendo, por
ejemplo, la eliminacién de restos de hidrato de carbono a partir de un polipéptido trampa de GDF). En el caso de
proteinas de fusién, un polipéptido trampa de GDF se fusiona con un dominio estabilizador tal como una molécula de
IgG (por ejemplo, un dominio Fc). Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio estabilizador” no
sélo se refiere a un dominio de fusion (por ejemplo, Fc) como en el caso de proteinas de fusién, sino que también
incluye modificaciones no proteicas tales como un resto de hidrato de carbono, o un polimero no proteico, tal como
polietilenglicol.

También se describen en el presente documento, aunque no estan cubiertas por las reivindicaciones, formas
aisladas y/o purificadas de los polipéptidos trampa de GDF, que se aislan a partir de, o por lo demas estan
sustancialmente libres de, otras proteinas.

Los polipéptidos trampa de GDF (modificados o no modificados) pueden producirse mediante una variedad de
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técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, tales polipéptidos trampa de GDF pueden sintetizarse usando
técnicas de quimica de proteinas convencionales tales como las descritas en Bodansky, M. Principles of Peptide
Synthesis, Springer Verlag, Berlin (1993) y Grant G. A. (ed.), Synthetic Peptides: A User's Guide, W. H. Freeman
and Company, Nueva York (1992). Ademas, estan disponibles comercialmente sintetizadores de péptidos
automatizados (por ejemplo, modelo 396 de Advanced ChemTech; Milligen/Biosearch 9600). Alternativamente, los
polipéptidos trampa de GDF, los fragmentos o las variantes de los mismos pueden producirse de manera
recombinante usando diversos sistemas de expresiéon (por ejemplo, E. coli, células de ovario de hamster chino
(CHO), células COS, baculovirus) tal como se conoce bien en la técnica. Los polipéptidos trampa de GDF
modificados o no modificados pueden producirse mediante digestion de polipéptidos trampa de GDF de longitud
completa producidos de manera recombinante usando, por ejemplo, una proteasa, por ejemplo, tripsina, termolisina,
quimotripsina, pepsina, o enzima convertidora de aminoacidos basicos emparejados (PACE). Puede usarse analisis
informatico (usando un software disponible comercialmente, por ejemplo, MacVector, Omega, PCGene, Molecular
Simulation, Inc.) para identificar sitios de escisiéon proteolitica. Alternativamente, tales polipéptidos trampa de GDF
pueden producirse a partir de polipéptidos trampa de GDF de longitud completa producidos de manera recombinante
tales como técnicas convencionales conocidas en la técnica, tal como mediante escisién quimica (por ejemplo,
bromuro de cianégeno, hidroxilamina).

3. Acidos nucleicos que codifican para polipéptidos trampa de GDF

También se describen en el presente documento, aunque no estédn cubiertos por las reivindicaciones, acidos
nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican para cualquiera de los polipéptidos trampa de GDF dados a
conocer en el presente documento. SEQ ID NO: 4 codifica para un polipéptido precursor de ActRIIB que se produce
de manera natural, mientras que SEQ ID NO: 5 codifica para un polipéptido de ActRIIB soluble, y las SEQ ID NO:
25, 27, 30 y 31 codifican para trampas de GDF solubles. Los &cidos nucleicos objeto pueden ser monocatenarios o
bicatenarios. Tales acidos nucleicos pueden ser moléculas de ADN o ARN. Estos acidos nucleicos pueden usarse,
por ejemplo, en métodos para preparar polipéptidos trampa de GDF o como agentes terapéuticos directos (por
ejemplo, en un enfoque de terapia génica).

Puede entenderse ademés que los &cidos nucleicos objeto que codifican para polipéptidos trampa de GDF incluyen
acidos nucleicos que son variantes de las SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 y 31. Las secuencias de nucleétidos variantes
incluyen secuencias que difieren en una o méas sustituciones, adiciones o deleciones de nucleétidos, tales como
variantes alélicas; y, por tanto, incluirdn secuencias codificantes que difieren de la secuencia de nucledtidos de la
secuencia codificante designada en las SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30y 31.

También se describen en el presente documento, aunque no estén cubiertas por las reivindicaciones, secuencias de
acido nucleico aisladas o recombinantes que son al menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 97 %, el 98 %, el
99 % o el 100 % idénticas a SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 6 31. Un experto habitual en la técnica apreciara que también
se describen en el presente documento secuencias de acido nucleico complementarias a SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 6
31, y variantes de SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 6 31. Las secuencias de acido nucleico pueden ser aisladas,
recombinantes, y/o estar fusionadas con una secuencia de nucleétidos heteréloga, o en una biblioteca de ADN.

Los acidos nucleicos también pueden incluir secuencias de nucleétidos que se hibridan en condiciones altamente
rigurosas con la secuencia de nucledtidos designada en SEQ ID NO: 5, 25 27, 30 6 31, una secuencia
complementaria de SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 é6 31, o fragmentos de las mismas. Tal como se comentd
anteriormente, un experto habitual en la técnica entendera facilmente que pueden variarse las condiciones de
rigurosidad apropiada que fomentan la hibridacién del ADN. Por ejemplo, puede realizarse la hibridacién a 6,0 x
cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido de un lavado de 2,0 x SSC a 50 °C. Por
ejemplo, la concentracién de sal en la etapa de lavado puede seleccionarse de una baja rigurosidad de
aproximadamente 2,0 x SSC a 50 °C a una alta rigurosidad de aproximadamente 0,2 x SSC a 50 °C. Ademas, la
temperatura en la etapa de lavado puede aumentarse desde condiciones de baja rigurosidad a temperatura
ambiente de aproximadamente 22 °C hasta condiciones de alta rigurosidad a aproximadamente 65 °C. Pueden
variarse tanto la temperatura como la sal, o puede mantenerse constante la temperatura o la concentracién de sal
mientras que se cambia la otra variable. También se describen en el presente documento, aunque no estan
cubiertos por las reivindicaciones, acidos nucleicos que se hibridan en condiciones de baja rigurosidad de 6 x SSC a
temperatura ambiente, seguido de un lavado a 2 x SSC a temperatura ambiente.

En el presente documento se describen acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos tal como se
exponen en SEQ ID NO: 5, 25, 27, 30 6 31 debido a la redundancia del cddigo genético. Por ejemplo, varios
aminoécidos se designan por méas de un triplete. Los codones que especifican el mismo aminoacido, o sinénimos
(por ejemplo, CAU y CAC son sinénimos para la histidina) pueden dar como resultado mutaciones “silenciosas” que
no afectan a la secuencia de aminoacidos de la proteina. El polipéptido trampa de GDF puede estar codificado por
una secuencia de nucleétidos alternativa. Las secuencias de nucleétidos alternativas son redundantes con respecto
a la secuencia de &cido nucleico trampa de GDF nativa, pero todavia codifican para la misma proteina de fusién. La
trampa de GDF que tiene SEQ ID NO: 26 puede estar codificada por una secuencia de écido nucleico alternativa
que comprende SEQ ID NO: 30. Sin embargo, se espera que existan polimorfismos de secuencia de ADN que
conducen a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas objeto entre células de mamifero. Un
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experto en la técnica apreciara que estas variaciones en uno o méas nucleétidos (hasta aproximadamente el 3-5 %
de los nucleétidos) de los acidos nucleicos que codifican para una proteina particular pueden existir entre individuos
de una especie dada debido a la variacion alélica natural. En el presente documento se describen todas y cada una
de tales variaciones de nucleétidos y los polimorfismos de aminoacidos resultantes.

Los acidos nucleicos recombinantes pueden estar unidos operativamente a una o mas secuencias de nuclebtidos
reguladoras en un constructo de expresién. Las secuencias de nucledtidos reguladoras serdn generalmente
apropiadas para la célula huésped usada para la expresion. En la técnica se conocen numerosos tipos de vectores
de expresién apropiados y secuencias reguladoras adecuadas para una variedad de células huésped. Normalmente,
dichas una o mas secuencias de nucledtidos reguladoras pueden incluir, pero no se limitan a, secuencias
promotoras, secuencias lider o sefial, sitios de unién al ribosoma, secuencias de inicio y terminacién de la
transcripcién, secuencias de inicio y terminaciéon de la traduccién, y secuencias potenciadoras o activadoras. La
invencién contempla promotores constitutivos o inducibles tal como se conocen en la técnica. Los promotores
pueden ser o bien promotores que se producen de manera natural, o bien promotores hibridos que combinan
elementos de mas de un promotor. Un constructo de expresién puede estar presente en una célula en un episoma,
tal como un plasmido, o el constructo de expresién puede insertarse en un cromosoma. El vector de expresion
puede contener un gen marcador seleccionable para permitir la seleccién de células huésped transformadas. Los
genes marcadores seleccionables se conocen bien en la técnica y variaran con la célula huésped usada.

El acido nucleico objeto puede proporcionarse en un vector de expresién que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica para un polipéptido trampa de GDF y unido operativamente a al menos una secuencia
reguladora. Las secuencias reguladoras estan reconocidas en la técnica y se seleccionan para dirigir la expresion
del polipéptido trampa de GDF. Por consiguiente, el término secuencia reguladora incluye promotores,
potenciadores, y otros elementos de control de la expresién. Se describen secuencias reguladoras a modo de
ejemplo en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA
(1990). Por ejemplo, en estos vectores puede usarse cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de
la expresién que controlan la expresién de una secuencia de ADN cuando se unen operativamente a la misma para
expresar secuencias de ADN que codifican para un polipéptido trampa de GDF. Tales secuencias de control de la
expresion Utiles incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio de SV40, el promotor tet, el promotor
temprano inmediato de adenovirus o citomegalovirus, los promotores de RSV, el sistema lac, el sistema trp, el
sistema TAC o TRC, el promotor T7 cuya expresién esta dirigida por ARN polimerasa T7, las principales regiones
operadoras y promotoras del fago lambda, las regiones de control para la proteina de cubierta fd, el promotor para 3-
fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glicoliticas, los promotores de fosfatasa acida, por ejemplo, Pho5, los
promotores de los factores de apareamiento a de levadura, el promotor de poliedro del sistema de baculovirus y
otras secuencias que se sabe que controlan la expresién de genes de células procariotas o eucariotas o sus virus, y
diversas combinaciones de los mismos. Debe entenderse que el disefio del vector de expresién puede depender de
factores tales como la elecciéon de la célula huésped que va a transformarse y/o del tipo de proteina que se desea
expresar. Ademés, también deben considerarse el numero de copias del vector, la capacidad para controlar ese
nimero de copias y la expresiébn de cualquier otra proteina codificada por el vector, tal como marcadores
antibiéticos.

Un &cido nucleico recombinante de la invencién puede producirse mediante ligacién del gen clonado, o una porcién
del mismo, en un vector adecuado para su expresidn en células procariotas, células eucariotas (de levadura, ave,
insecto o mamifero), o ambas. Los vehiculos de expresién para la produccién de un polipéptido trampa de GDF
recombinante incluyen pldsmidos y otros vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los
tipos: plasmidos derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos
derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para su expresién en células procariotas, tales como E. coli.

Algunos vectores de expresién de mamifero contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacién del
vector en bacterias como una o méas unidades de transcripcién eucariotas que se expresan en células eucariotas.
Los vectores derivados de pcDNAl/amp, pcDNAl/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo,
pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamifero adecuados para la transfeccion
de células eucariotas. Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos bacterianos, tales como
pBR322, para facilitar la replicacién y la seleccién de farmacorresistencia en células tanto procariotas como
eucariotas. Alternativamente, pueden usarse derivados de virus tales como el virus del papiloma bovino (VPB-1) o el
virus de Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion transitoria de proteinas en células
eucariotas. A continuacién pueden encontrarse ejemplos de otros sistemas de expresién virales (incluyendo
retrovirales) en la descripciéon de sistemas de administracién de terapia génica. En la técnica se conocen bien los
diversos métodos empleados en la preparacién de los plasmidos y en la transformacién de organismos huésped.
Para otros sistemas de expresidon adecuados para células tanto procariotas como eucariotas, asi como
procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 ed., ed. por Sambrook,
Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), capitulos 16 y 17. En algunos casos, puede ser
deseable expresar los polipéptidos recombinantes mediante el uso de un sistema de expresién de baculovirus. Los
ejemplos de tales sistemas de expresion de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392,
pVL1393 y pVL941), vectores derivados de pAcUW (tales como pAcUW1), y vectores derivados de pBlueBac (tales
como pBlueBac Il que contiene p-gal).
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Un vector puede diseflarse para la produccién de los polipéptidos trampa de GDF objeto en células CHO, tal como
un vector Pcmv-Script (Stratagene, La Jolla, Calif.), vectores pcDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) y vectores pCl-
neo (Promega, Madison, Wisc.). Tal como resultarad evidente, los constructos génicos objeto pueden usarse para
provocar la expresion de los polipéptidos trampa de GDF objeto en células propagadas en cultivo, por ejemplo, para
producir proteinas, incluyendo proteinas de fusién o proteinas variantes, para su purificacién.

Esta invenciéon también se refiere a una célula huésped transfectada con un gen recombinante que incluye una
secuencia codificante (por ejemplo, SEQ ID NO: 4, 5, 25, 27, 30 6 31) para uno o mas de los polipéptidos trampa de
GDF objeto. La célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido trampa
de GDF de la invencién puede expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto (por ejemplo,
usando un sistema de expresién de baculovirus), levadura, o células de mamifero. Los expertos en la técnica
conocen otras células huésped adecuadas.

Por consiguiente, la presente invencidn se refiere ademas a métodos para producir los polipéptidos trampa de GDF
objeto. Por ejemplo, una célula huésped transfectada con un vector de expresiéon que codifica para un polipéptido
trampa de GDF puede cultivarse en condiciones apropiadas para permitir que se produzca la expresion del
polipéptido trampa de GDF. El polipéptido trampa de GDF puede secretarse y aislarse a partir de una mezcla de
células y medio que contiene el polipéptido trampa de GDF. Alternativamente, el polipéptido trampa de GDF puede
conservarse de manera citoplasmica o en una fraccién de membrana, y las células pueden recogerse, someterse a
lisis, y la proteina puede aislarse. Un cultivo celular incluye células huésped, medios y otros subproductos. En la
técnica se conocen bien medios adecuados para el cultivo celular. Los polipéptidos trampa de GDF objeto pueden
aislarse a partir de medio de cultivo celular, células huésped, o ambos, usando técnicas conocidas en la técnica para
purificar proteinas, incluyendo cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracién en gel, ultrafiltracién,
electroforesis, y purificacién por inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos particulares de los
polipéptidos trampa de GDF. El polipéptido trampa de GDF puede ser una proteina de fusién que contiene un
dominio que facilita su purificacién.

Un gen de fusién que codifica para una secuencia lider de purificacién, tal como una secuencia de sitio de escision
de poli-(His)/enterocinasa en el extremo N-terminal de la porcién deseada del polipéptido trampa de GDF
recombinante, puede permitir la purificacién de la proteina de fusién expresada mediante cromatografia de afinidad
usando una resina de metal de Ni?*. Entonces, la secuencia lider de purificacion puede eliminarse posteriormente
mediante tratamiento con enterocinasa para proporcionar el polipéptido trampa de GDF purificado (por ejemplo,
véanse Hochuli et a/., (1987) J. Chromatography 411:177; y Janknecht et al.,, PNAS USA 88:8972).

Se conocen bien técnicas para preparar genes de fusién. Esencialmente, la unién de diversos fragmentos de ADN
que codifican para secuencias de polipéptido diferentes se realiza segun técnicas convencionales, empleando
extremos terminales romos o escalonados para la ligacién, digestion con enzimas de restriccién para proporcionar
extremos terminales apropiados, relleno de extremos cohesivos segln sea apropiado, tratamiento con fosfatasa
alcalina para evitar una unién indeseable, y ligacion enzimatica. El gen de fusiéon puede sintetizarse mediante
técnicas convencionales incluyendo sintetizadores de ADN automatizados. Alternativamente, puede llevarse a cabo
amplificacion por PCR de fragmentos génicos usando cebadores de anclaje que dan lugar a proyecciones
complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos que posteriormente pueden hibridarse para generar
una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al.,
John Wiley & Sons: 1992).

4. Ensayos de cribado

También se describe en el presente documento, aunque no esta cubierto por las reivindicaciones, el uso de los
polipéptidos trampa de GDF objeto (por ejemplo, polipéptidos de ActRIIB variantes solubles) para identificar
compuestos (agentes) que son agonistas o antagonistas de los polipéptidos de ActRIIB. Los compuestos
identificados a través de este cribado pueden someterse a prueba para evaluar su capacidad para modular los
niveles de glébulos rojos, hemoglobina y/o reticulocitos in vivo o in vitro. Estos compuestos pueden someterse a
prueba, por ejemplo, en modelos animales.

Existen numerosos enfoques para realizar el cribado en busca de agentes terapéuticos para aumentar los niveles de
glébulos rojos o hemoglobina seleccionando como diana la sefializacién de ActRIIB. Puede llevarse a cabo cribado
de alto rendimiento de los compuestos para identificar agentes que perturban los efectos mediados por ActRIIB
sobre una linea celular seleccionada. El ensayo puede llevarse a cabo para cribar e identificar compuestos que
inhiben o reducen especificamente la unién de un polipéptido de ActRIIB a su pareja de unién, tal como un ligando
de ActRIIB (por ejemplo, activina, Nodal, GDF8, GDF11 o BMP7). Alternativamente, el ensayo puede usarse para
identificar compuestos que potencian la unién de un polipéptido de ActRIIB a su pareja de unién, tal como un ligando
de ActRIIB. Los compuestos pueden identificarse por su capacidad para interaccionar con un polipéptido de ActRIIB.

Una variedad de formatos de ensayo seran suficientes y, a la luz de la presente divulgacién, no obstante, un experto
habitual en la técnica comprendera aquellos no descritos expresamente en el presente documento. Tal como se
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describe en el presente documento, los compuestos (agentes) de prueba de la invencién pueden crearse mediante
cualquier método quimico combinatorio. Alternativamente, los compuestos objeto pueden ser biomoléculas que se
producen de manera natural sintetizadas in vivo o in vitro. Los compuestos (agentes) que van a someterse a prueba
para determinar su capacidad para actuar como moduladores del crecimiento tisular pueden producirse, por ejemplo,
por bacterias, levadura, plantas u otros organismos (por ejemplo, productos naturales), producirse de manera
quimica (por ejemplo, moléculas pequefias, incluyendo peptidomiméticos), o producirse de manera recombinante.
Los compuestos de prueba contemplados por la presente invencién incluyen moléculas organicas no peptidilicas,
péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos, azlcares, hormonas, y moléculas de 4cido nucleico. El agente de prueba
puede ser una molécula organica pequefia que tiene un peso molecular de menos de aproximadamente
2.000 Dalton.

Los compuestos de prueba de la invencién pueden proporcionarse como entidades discretas individuales, o
proporcionarse en bibliotecas de mayor complejidad, tales como preparadas mediante quimica combinatoria. Estas
bibliotecas pueden comprender, por ejemplo, alcoholes, haluros de alquilo, aminas, amidas, ésteres, aldehidos,
éteres y otras clases de compuestos organicos. La presentacidén de los compuestos de prueba al sistema de prueba
puede ser o bien en forma aislada o bien como mezclas de compuestos, especialmente en etapas de cribado
iniciales. Opcionalmente, los compuestos pueden derivatizarse opcionalmente con otros compuestos y tener grupos
derivatizantes que facilitan el aislamiento de los compuestos. Los ejemplos no limitativos de grupos derivatizantes
incluyen biotina, fluoresceina, digoxigenina, proteina fluorescente verde, isétopos, polihistidina, perlas magnéticas,
glutation S transferasa (GST), agente de reticulacidn fotoactivables, o cualquier combinacién de los mismos.

En muchos programas de cribado de farmacos que someten a prueba bibliotecas de compuestos y extractos
naturales, son convenientes ensayos de alto rendimiento con el fin de maximizar el nimero de compuestos
analizados en un periodo de tiempo dado. A menudo se prefieren los ensayos que se realizan en sistemas libres de
células, tales como los que pueden derivarse con proteinas purificadas o semipurificadas, como cribados “primarios”
en el sentido de que pueden generarse para permitir un desarrollo rapido y una deteccién relativamente facil de una
alteracién en una diana molecular que estd mediada por un compuesto de prueba. Ademés, los efectos de la
toxicidad celular o biodisponibilidad del compuesto de prueba pueden ignorarse generalmente en el sistema in vitro,
centrdndose en su lugar el ensayo principalmente en el efecto del farmaco sobre la diana molecular que puede
manifestarse en una alteracién de la afinidad de unidén entre un polipéptido de ActRIIB y su pareja de unién (por
ejemplo, un ligando de ActRIIB).

Simplemente a modo de ilustracién, en un ensayo de cribado a modo de ejemplo de la presente invencion, el
compuesto de interés se pone en contacto con un polipéptido de ActRIIB aislado y purificado que normalmente es
capaz de unirse a un ligando de ActRIIB, segun sea apropiado para la intencién del ensayo. A la mezcla del
compuesto y el polipéptido de ActRIIB se le afiade entonces una composicién que contiene un ligando de ActRIIB.
La deteccién y cuantificacion de complejos de ActRIIB/ligando de ActRIIB proporciona un medio para determinar la
eficacia del compuesto en la inhibicién (o potenciacion) de la formacién del complejo entre el polipéptido de ActRIIB
y su proteina de unién. La eficacia del compuesto puede evaluarse generando curvas de respuesta a la dosis a partir
de los datos obtenidos usando diversas concentraciones del compuesto de prueba. Ademés, también puede
realizarse un ensayo de control para proporcionar un nivel inicial para la comparacién. Por ejemplo, en un ensayo de
control, se afiade ligando de ActRIIB aislado y purificado a una composicién que contiene el polipéptido de ActRIIB,
y se cuantifica la formacién del complejo de ActRIIB/ligando de ActRIIB en ausencia del compuesto de prueba. Se
entendera que, en general, puede variarse el orden en el que pueden mezclarse los reactantes, y pueden mezclarse
simultdneamente. Ademas, en lugar de proteinas purificadas, pueden usarse extractos celulares y lisados para
producir un sistema de ensayo libre de células adecuado.

La formacion del complejo entre el polipéptido de ActRIIB y su proteina de unién puede detectarse mediante una
variedad de técnicas. Por ejemplo, la modulacién de la formacién de complejos puede cuantificarse usando, por
ejemplo, proteinas marcadas de manera detectable, tales como un polipéptido de ActRIIB o su proteina de unién
radiomarcado (por ejemplo, 3P, 35S, 'C o 3H), marcado de manera fluorescente (por ejemplo, FITC), o marcado de
manera enzimatica, mediante inmunoensayo, o mediante deteccién cromatografica.

También se contempla en el presente documento, aunque no esti cubierto por las reivindicaciones, el uso de
ensayos de polarizacién por fluorescencia y ensayos de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET) para medir, directa o indirectamente, el grado de interaccién entre un polipéptido de ActRIIB y su proteina de
union. Ademas, otros modos de deteccién, tales como aquellos basados en guias de onda dpticas (publicacion PCT
WO 96/26432 y patente estadounidense n.° 5.677.196), resonancia de plasmén superficial (SPR), sensores de carga
superficial, y sensores de fuerza superficial, son compatibles con muchos de tales usos contemplados, aunque no
reivindicados.

Ademas, también se contempla en el presente documento, aunque no esta cubierto por las reivindicaciones, el uso
de un ensayo de trampa de interaccidn, también conocido como “ensayo de dos hibridos”, para identificar agentes
que alteran o potencian la interaccién entre un polipéptido de ActRIIB y su pareja de unién. Véanse, por ejemplo, la
patente estadounidense n.° 5.283.317; Zervos et al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al. (1993) J Biol Chem
268:12046-12054; Bartel et al. (1993) Biotechniques 14:920-924; e Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696).
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También se contempla en el presente documento, aunque no esti cubierto por las reivindicaciones, el uso de
sistemas de dos hibridos inversos para identificar compuestos (por ejemplo, moléculas pequefias o péptidos) que
disocian las interacciones entre un polipéptido de ActRIIB y su proteina de unién. Véanse, por ejemplo, Vidal y
Legrain, (1999) Nucleic Acids Res 27:919-29; Vidal y Legrain, (1999) Trends Biotechnol 17:374-81; y las patentes
estadounidenses n.°s 5.525.490; 5.955.280; y 5.965.368.

Los compuestos objeto pueden identificarse por su capacidad para interaccionar con un polipéptido de ActRIIB. La
interaccién entre el compuesto y el polipéptido de ActRIIB puede ser covalente o no covalente. Por ejemplo, tal
interaccién puede identificarse a nivel de proteina usando métodos bioquimicos in vitro, incluyendo fotorreticulacion,
unién a ligandos radiomarcados, y cromatografia de afinidad (Jakoby WB et al., 1974, Methods in Enzymology 46:
1). En determinados casos, los compuestos pueden cribarse en un ensayo basado en mecanismo, tal como un
ensayo para detectar compuestos que se unen a un polipéptido de ActRIIB. Esto puede incluir un acontecimiento de
unidén en fase soélida o en fase fluida. Alternativamente, el gen que codifica para un polipéptido de ActRIIB puede
transfectarse con un sistema indicador (por ejemplo, -galactosidasa, luciferasa, o proteina fluorescente verde) en
una célula y cribarse frente a la biblioteca preferiblemente mediante un cribado de alto rendimiento o con miembros
individuales de la biblioteca. Pueden usarse otros ensayos de unién basados en mecanismo, por ejemplo, ensayos
de unién que detectan cambios en la energia libre. Los ensayos de unién pueden realizarse con la diana fijada a un
pocillo, una perla o un chip o capturarse mediante un anticuerpo inmovilizado o resolverse mediante electroforesis
capilar. Los compuestos unidos pueden detectarse normalmente usando resonancia colorimétrica o de fluorescencia
o de plasmén superficial.

5. Usos terapéuticos a modo de ejemplo

Los polipéptidos trampa de GDF pueden usarse para aumentar los niveles de glébulos rojos en mamiferos tales
como roedores y primates, y particularmente en pacientes humanos. Los polipéptidos trampa de GDF,
opcionalmente en combinaciéon con un activador del receptor de EPO, pueden ser Utiles para tratar la eritropoyesis
ineficaz. Originalmente distinguida de la anemia aplasica, la hemorragia, o la hemdlisis periférica basandose en
estudios ferrocinéticos (Ricketts et al., 1978, Clin Nucl Med 3:159-164), la eritropoyesis ineficaz describe un diverso
grupo de anemias en las que la producciéon de RBC maduros es menor de lo que se esperaria dado el nimero de
precursores eritroides (eritroblastos) presentes en la médula ésea (Tanno et al.,, 2010, Adv Hematol 2010:358283).
En tales anemias, la hipoxia tisular persiste a pesar de los niveles elevados de eritropoyetina debido a la produccidon
ineficaz de RBC maduros. Eventualmente se desarrolla un ciclo vicioso en el que los niveles elevados de
eritropoyetina impulsan una expansién masiva de eritroblastos, que posiblemente conduce a esplenomegalia
(agrandamiento del bazo) debido a eritropoyesis extramedular (Aizawa et al,, 2003, Am J Hematol 74:68-72),
patologia ésea inducida por eritroblastos (Di Matteo et al., 2008, J Biol Regul Homeost Agents 22:211-216), y
hemocromatosis tisular, incluso en ausencia de transfusiones terapéuticas de RBC (Pippard et al., 1979, Lancet
2:819-821). Por tanto, al reforzar la eficacia eritropoyética, un polipéptido trampa de GDF puede romper el ciclo
mencionado anteriormente y puede aliviar no sélo la anemia subyacente, sino también las complicaciones asociadas
de niveles elevados de eritropoyetina, esplenomegalia, patologia 6sea, y hemocromatosis tisular. Los polipéptidos
trampa de GDF pueden tratar la eritropoyesis ineficaz, incluyendo anemia y niveles elevados de EPO, asi como
complicaciones tales como esplenomegalia, patologia ésea inducida por eritroblastos, y hemocromatosis, y sus
patologias acompafiantes. Con esplenomegalia, tales patologias incluyen dolor toracico o abdominal e hiperplasia
reticuloendotelial. La hematopoyesis extramedular puede producirse no sélo en el bazo, sino también posiblemente
en otros tejidos en forma de pseudotumores hematopoyéticos extramedulares (Musallam et al., 2012, Cold Spring
Harb Perspect Med 2:a013482). Con patologia ésea inducida por eritroblastos, las patologias acompafantes
incluyen densidad mineral 6sea baja, osteoporosis, y dolor 6seo (Haidar et al, 2011, Bone 48:425-432). Con
hemocromatosis, las patologias acompafiantes incluyen supresién de hepcidina e hiperabsorcién de hierro
alimentario (Musallam et a/.,, 2012, Blood Rev 26 (supl. 1):S16-S19), endocrinopatias multiples y fibrosis/cirrosis
hepatica (Galanello ef al.,, 2010, Orphanet J Rare Dis 5:11), y miocardiopatia por hemocromatosis (Lekawanvijit et
al., 2009, Can J Cardiol 25:213-218).

Las causas méas comunes de la eritropoyesis ineficaz son los sindromes de talasemia, hemoglobinopatias
hereditarias en las que desequilibrios en la produccién de cadenas intactas de alfa-hemoglobina y beta-hemoglobina
conducen a una apoptosis aumentada durante la maduracién de eritroblastos (Schrier, 2002, Curr Opin Hematol
9:123-126). En conjunto las talasemias se encuentran entre los trastornos genéticos mas frecuentes en todo el
mundo, con patrones epidemiolégicos cambiantes que se predice que contribuyen a un creciente problema de
sanidad publica tanto en EE. UU. como a nivel mundial (Vichinsky, 2005, Ann NY Acad Sci 1054:18-24). Los
sindromes de talasemia se nombran segln su gravedad. Por tanto, las o-talasemias incluyen o-talasemia menor
(también conocida como rasgo de o-talasemia; dos genes de a-globina afectados), enfermedad de hemoglobina H
(tres genes de a-globina afectados), y a-talasemia mayor (también conocida como hidropesia fetal; cuatro genes de
a-globina afectados). Las pB-talasemias incluyen [(-talasemia menor (también conocida como rasgo de [(-talasemia;
un gen de p-globina afectado), [(-talasemia intermedia (dos genes de P-globina afectados), talasemia de
hemoglobina E (dos genes de B-globina afectados), y p-talasemia mayor (también conocida como anemia de Cooley;
dos genes de B-globina afectados que dan como resultado una ausencia completa de la proteina -globina). La B-
talasemia tiene un impacto sobre mudltiples érganos, esta asociada con una morbimortalidad considerable, y
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actualmente requiere atencién de por vida. Aunque la esperanza de vida en pacientes con p-talasemia ha
aumentado en los Ultimos afios debido al uso de transfusiones de sangre regulares en combinacién con quelacién
de hierro, la hemocromatosis resultante tanto de las transfusiones como de la absorcidén gastrointestinal excesiva de
hierro puede provocar graves complicaciones tales como enfermedad cardiaca, trombosis, hipogonadismo,
hipotiroidismo, diabetes, osteoporosis, y osteopenia (Rund et al., 2005, N Engl J Med 353:1135-1146). Tal como se
demuestra en el presente documento con un modelo de ratén de [(-talasemia, puede usarse un polipéptido trampa
de GDF, opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, para tratar los sindromes de
talasemia.

Los polipéptidos trampa de GDF, opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, pueden
usarse para tratar trastornos de eritropoyesis ineficaz ademas de sindromes de talasemia. Tales trastornos incluyen
anemia sideroblastica (hereditaria o adquirida); anemia diseritropoyética (tipos | y Il); anemia drepanocitica;
esferocitosis hereditaria; deficiencia de piruvato cinasa; anemias megaloblasticas, posiblemente provocadas por
afecciones tales como deficiencia de folato (debido a enfermedades congénitas, ingesta disminuida, o necesidades
aumentadas), deficiencia de cobalamina (debido a enfermedades congénitas, anemia perniciosa, absorcién alterada,
insuficiencia pancreatica, o ingesta disminuida), determinados farmacos, o causas inexplicadas (anemia
diseritropoyética congénita, anemia megaloblastica resistente, o eritroleucemia); anemias mieloptisicas, incluyendo
mielofibrosis (metaplasia mieloide) y mieloptisis; porfiria eritropoyética congénita; y saturnismo.

Tal como se usa en el presente documento, un producto terapéutico que “previene” un trastorno o una afeccién se
refiere a un compuesto que, en una muestra estadistica, reduce la aparicién del trastorno o la afeccién en la muestra
tratada en relacién con una muestra de control no tratada, o retrasa la aparicién o reduce la gravedad de uno o més
sintomas del trastorno o la afeccién en relacién con la muestra de control no tratada. El término “que trata”, tal como
se usa en el presente documento, incluye la mejora o eliminacién de la afeccién una vez que se ha establecido. En
cualquier caso, la prevencién o el tratamiento puede discernirse en el diagnéstico proporcionado por un médico u
otro sanitario y el resultado esperado de la administracién del agente terapéutico.

Tal como se muestra en el presente documento, los polipéptidos trampa de GDF, opcionalmente en combinacién
con un activador del receptor de EPO, pueden usarse para aumentar los niveles de glébulos rojos, hemoglobina o
reticulocitos en individuos sanos, y tales polipéptidos trampa de GDF pueden usarse en poblaciones de pacientes
seleccionadas. Los ejemplos de poblaciones de pacientes apropiadas incluyen aquellas con niveles de glébulos
rojos o hemoglobina indeseablemente bajos, tales como pacientes que tienen una anemia, y aquellos que estan en
riesgo de desarrollar niveles de glébulos rojos 0 hemoglobina indeseablemente bajos, tales como aquellos pacientes
que estan a punto de someterse a cirugia mayor u otros procedimientos que pueden dar como resultado una pérdida
de sangre sustancial. Un paciente con niveles adecuados de glébulos rojos puede tratarse con un polipéptido trampa
de GDF para aumentar los niveles de gldbulos rojos, y luego se extrae sangre y se almacena para su posterior uso
en transfusiones.

Los polipéptidos trampa de GDF, opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, dados a
conocer en el presente documento pueden usarse para aumentar los niveles de glébulos rojos en pacientes que
tienen una anemia. Cuando se observan los niveles de hemoglobina en seres humanos, un nivel menor de lo normal
para la categoria de sexo y edad apropiada puede ser indicativo de anemia, aunque se tienen en cuenta las
variaciones individuales. Por ejemplo, un nivel de hemoglobina de 12 g/dl se considera generalmente el limite inferior
de lo normal en la poblacién adulta general. Las posibles causas incluyen pérdida de sangre, deficiencias
nutricionales, reaccién a la medicacién, diversos problemas con la médula 6sea y muchas enfermedades. Més
particularmente, la anemia se ha asociado con una variedad de trastornos que incluyen, por ejemplo, insuficiencia
renal crénica, sindrome mielodisplasico, artritis reumatoide, trasplante de médula ésea. La anemia también puede
estar asociada con las siguientes afecciones: tumores sélidos (por ejemplo, cdncer de mama, cancer de pulmén,
cancer de colon); tumores del sistema linfatico (por ejemplo, leucemia linfocitica crénica, linfomas de Hodgkin y no
Hodgkin); tumores del sistema hematopoyético (por ejemplo, leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma mdaltiple);
radioterapia; quimioterapia (por ejemplo, regimenes que contienen platino); enfermedades inflamatorias y
autoinmunitarias, incluyendo, pero sin limitarse a, artritis reumatoide, otras artritis inflamatorias, lupus eritematoso
sistémico (LES), enfermedades cutdneas agudas o crénicas (por ejemplo, psoriasis), enfermedad intestinal
inflamatoria (por ejemplo, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa); enfermedad o insuficiencia renal aguda o crénica,
incluyendo afecciones idiopéticas o congénitas; enfermedad hepética aguda o crénica; sangrado agudo o crénico;
situaciones en las que no es posible la transfusién de glébulos rojos debido a aloanticuerpos o autoanticuerpos del
paciente y/o por motivos religiosos (por ejemplo, algunos testigos de Jehové); infecciones (por ejemplo, malaria,
osteomielitis); hemoglobinopatias, incluyendo, por ejemplo, enfermedad drepanocitica, talasemias; consumo de
drogas o drogadiccién, por ejemplo, alcoholismo; pacientes pediatricos con anemia de cualquier causa para evitar la
transfusién; y pacientes ancianos o pacientes con enfermedad cardiopulmonar subyacente con anemia que no
pueden recibir transfusiones debido a preocupaciones acerca de la sobrecarga circulatoria.

El sindrome mielodisplasico (SMD) es una coleccién diversa de afecciones hematolégicas caracterizadas por una
produccién ineficaz de glébulos sanguineos mieloides y riesgo de transformacién en leucemia mielégena aguda. En
pacientes con SMD, las células madre sanguineas no maduran para dar gldbulos rojos, glébulos blancos, o
plaquetas sanos. Los ftrastornos de SMD incluyen, por ejemplo, anemia resistente, anemia resistente con
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sideroblastos en anillo, anemia resistente con exceso de blastos, anemia resistente con exceso de blastos en
transformacién, citopenia resistente con displasia multilinaje, y sindrome mielodisplasico asociado con una anomalia
aislada en el cromosoma 5q. Como estos trastornos se manifiestan como defectos irreversibles tanto en cantidad
como en calidad de células hematopoyéticas, la mayoria de los pacientes con SMD estan afectados por anemia
crbnica. Por tanto, los pacientes con SMD eventualmente requieren transfusiones de sangre y/o tratamiento con
factores de crecimiento (por ejemplo, eritropoyetina o G-CSF) para aumentar los niveles de glébulos rojos. Sin
embargo, muchos pacientes con SMD desarrollan efectos secundarios debido a la frecuencia de tales terapias. Por
ejemplo, los pacientes que reciben transfusién frecuente de glébulos rojos pueden tener dafio tisular y orgéanico por
la acumulacién de hierro adicional. Tal como se demuestra en los ejemplos a continuacién, los polipéptidos trampa
de GDF se usaron para tratar la anemia en un modelo de ratén de SMD. Por consiguiente, los polipéptidos trampa
de GDF dados a conocer en el presente documento pueden usarse para tratar a pacientes que tienen SMD. Los
pacientes que padecen SMD pueden tratarse usando una combinacién de un polipéptido trampa de GDF en
combinacién con un activador del receptor de EPO. El paciente que padece SMD puede tratarse usando una
combinacién de un polipéptido trampa de GDF y uno o méas agentes terapéuticos adicionales para tratar el SMD,
incluyendo, por ejemplo, talidomida, lenalidomida, azacitadina, decitabina, eritropoyetinas, deferoxamina, globulina
antitimocitica, filgrastrim (G-CSF) y un agonista de la ruta de sefializacién de eritropoyetina.

Los polipéptidos trampa de GDF, opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, serian
apropiados para tratar anemias de médula 6sea hipoproliferativa, que normalmente estan asociadas con poco
cambio en la morfologia de glébulos rojos (RBC). Las anemias hipoproliferativas incluyen: 1) anemia de enfermedad
crbnica, 2) anemia de enfermedad renal, y 3) anemia asociada con estados hipometabdlicos. En cada uno de estos
tipos, los niveles de eritropoyetina endégena son inapropiadamente bajos para el grado de anemia observado. Otras
anemias hipoproliferativas incluyen: 4) anemia por deficiencia de hierro en estadio temprano, y 5) anemia provocada
por dafio a la médula ésea. En estos tipos, los niveles de eritropoyetina endégena son apropiadamente elevados
para el grado de anemia observado.

El tipo mas comln es la anemia de enfermedad crénica, que abarca inflamacién, infeccién, lesion tisular, y
afecciones tales como cancer, y se distingue tanto por bajos niveles de eritropoyetina como por una respuesta
inadecuada a la eritropoyetina en la médula ésea (Adamson, 2008, Harrison’s Principles of Internal Medicine, 172
ed.; McGraw Hill, Nueva York, pags. 628-634). Muchos factores pueden contribuir a la anemia relacionada con el
cancer. Algunos estan asociados con el propio proceso patoldgico y la generacién de citocinas inflamatorias tales
como interleucina-1, interferén-gamma, y factor de necrosis tumoral (Bron et a/., 2001, Semin Oncol 28 (supl. 8):1-6).
Entre estos efectos, la inflamacién induce el péptido regulador de hierro clave, la hepcidina, inhibiendo de ese modo
la exportacién de hierro a partir de macréfagos y limitando generalmente la disponibilidad de hierro para la
eritropoyesis (Ganz, 2007, J Am Soc Nephrol 18:394-400). La pérdida de sangre a través de diversas rutas también
puede contribuir a la anemia relacionada con el cancer. La prevalencia de la anemia debida a la progresién del
cancer varia segun el tipo de céncer, oscilando desde el 5% en cancer de préstata hasta el 90 % en mieloma
multiple. La anemia relacionada con el cancer tiene profundas consecuencias para los pacientes, incluyendo fatiga y
calidad de vida reducida, eficacia del tratamiento reducida, y mortalidad aumentada.

La enfermedad renal crénica esta asociada con la anemia hipoproliferativa que varia en cuanto a gravedad segun el
grado de insuficiencia renal. Tal anemia se debe principalmente a la produccién inadecuada de eritropoyetina y a
una supervivencia reducida de glébulos rojos. La enfermedad renal crénica habitualmente avanza de manera
gradual a lo largo de un periodo de afios o décadas hasta la enfermedad en estadio terminal (estadio 5), momento
en el cual se requiere didlisis o trasplante de riibn para la supervivencia del paciente. A menudo, la anemia se
desarrolla temprano en este proceso y empeora a medida que avanza la enfermedad. Las consecuencias clinicas de
la anemia de enfermedad renal estdn bien documentadas e incluyen desarrollo de hipertrofia del ventriculo
izquierdo, funcién cognitiva alterada, calidad de vida reducida, y funcién inmunitaria alterada (Levin et a/.,, 1999, Am
J Kidney Dis 27:347-354; Nissenson, 1992, Am J Kidney Dis 20 (supl. 1):21-24; Revicki et al., 1995, Am J Kidney Dis
25:548-554; Gafter et al., 1994, Kidney Int 45:224-231). Tal como demostraron los solicitantes en un modelo de ratén
de enfermedad renal crénica (véase el ejemplo a continuacién), puede usarse un polipéptido trampa de GDF,
opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, para tratar la anemia de enfermedad renal.

Muchas afecciones que dan como resultado una tasa hipometabélica pueden producir una anemia hipoproliferativa
de leve a moderada. Entre tales afecciones estan los estados de deficiencia endocrina. Por ejemplo, la anemia
puede producirse en enfermedad de Addison, hipotiroidismo, hiperparatiroidismo, 0 machos que estan castrados o
tratados con estrégeno. La anemia de leve a moderada también puede producirse con una ingesta alimentaria
reducida de proteina, una afeccién particularmente prevalente en los ancianos. Finalmente, puede desarrollarse
anemia en pacientes con enfermedad hepatica crénica que surge de practicamente cualquier causa (Adamson,
2008, Harrison’s Principles of Internal Medicine, 172 ed.; McGraw Hill, Nueva York, pags. 628-634).

La anemia resultante de pérdida de sangre aguda de volumen suficiente, tal como de traumatismo o hemorragia
posparto, se conoce como anemia poshemorragica aguda. La pérdida de sangre aguda provoca inicialmente
hipovolemia sin anemia puesto que hay un agotamiento proporcional de RBC junto con otros constituyentes de la
sangre. Sin embargo, la hipovolemia rapidamente desencadenard mecanismos fisiolégicos que desplazan liquido
desde el compartimento extravascular hasta el compartimento vascular, lo que da como resultado hemodilucién y
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anemia. Si es crénica, la pérdida de sangre agota gradualmente las reservas corporales de hierro y eventualmente
conduce a deficiencia de hierro. Tal como demostraron los solicitantes en un modelo de ratén (véase el ejemplo a
continuacién), puede usarse un polipéptido trampa de GDF, opcionalmente en combinacién con un activador del
receptor de EPO, para acelerar la recuperacién de la anemia de pérdida de sangre aguda.

La anemia por deficiencia de hierro es el estadio final en una progresién gradual de deficiencia de hierro creciente
que incluye equilibrio negativo de hierro y eritropoyesis con deficiencia de hierro como estadios intermedios. La
deficiencia de hierro puede ser el resultado de demanda de hierro aumentada, ingesta de hierro disminuida, o
pérdida de hierro aumentada, tal como se ejemplifica en condiciones tales como embarazo, dieta inadecuada,
hipoabsorcién intestinal, inflamaciéon aguda o crdnica, y pérdida de sangre aguda o crénica. Con anemia de leve a
moderada de este tipo, la médula 6sea permanece hipoproliferativa, y la morfologia de RBC es mayormente normal;
sin embargo, incluso la anemia leve puede dar como resultado algunos RBC hipocrémicos microciticos, y la
transicién a anemia con deficiencia de hierro grave estd acompafiada de hiperproliferacién de la médula ésea y RBC
microciticos e hipocrémicos cada vez més prevalentes (Adamson, 2008, Harrison’s Principles of Internal Medicine,
172 ed.; McGraw Hill, Nueva York, pags. 628-634). La terapia apropiada para la anemia por deficiencia de hierro
depende de su causa y gravedad, con preparaciones orales de hierro, formulaciones parenterales de hierro, y
transfusién de RBC como principales opciones convencionales. Puede usarse un polipéptido trampa de GDF,
opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, para tratar anemias por deficiencia de hierro
crbnicas, sol o en combinacién con enfoques terapéuticos convencionales, particularmente para tratar anemias de
origen multifactorial.

Las anemias hipoproliferativas pueden ser el resultado de insuficiencia o disfuncién primaria de la médula 6sea, en
lugar de disfuncién secundaria a inflamacién, infeccién, o progresion del cancer. Ejemplos destacados serian
mielosupresién provocada por farmacos quimioterapicos contra el cancer o radioterapia contra el cdncer. Una amplia
revisién de ensayos clinicos halld que puede producirse anemia leve en el 100 % de los pacientes después de la
quimioterapia, mientras que puede producirse anemia mas grave en hasta el 80 % de tales pacientes (Groopman et
al., 1999, J Natl Cancer Inst 91:1616-1634). Los farmacos mielosupresores incluyen: 1) agentes alquilantes tales
como mostazas de nitrégeno (por ejemplo, melfalan) y nitrosoureas (por ejemplo, estreptozocina); 2) antimetabolitos
tales como antagonistas del 4cido félico (por ejemplo, metotrexato), analogos de purina (por ejemplo, tioguanina) y
analogos de pirimidina (por ejemplo, gemcitabina); 3) antibiéticos citotéxicos tales como antraciclinas (por ejemplo,
doxorrubicina); 4) inhibidores de cinasas (por ejemplo, gefitinib); 5) inhibidores mitéticos tales como taxanos (por
ejemplo, paclitaxel) y alcaloides de la vinca (por ejemplo, vinorelbina); 6) anticuerpos monoclonales (por ejemplo,
rituximab); y 7) inhibidores de topoisomerasas (por ejemplo, topotecan y etopdsido). Tal como se demuestra en un
modelo de ratén de anemia inducida por quimioterapia (véase el ejemplo a continuacién), puede usarse un
polipéptido trampa de GDF, opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, para tratar la
anemia provocada por agentes quimioterapicos y/o radioterapia.

Los polipéptidos trampa de GDF, opcionalmente en combinacién con un activador del receptor de EPO, también
serian apropiados para tratar anemias de maduracién desordenada de RBC, que se caracterizan en parte por RBC
infradimensionados (microciticos), sobredimensionados (macrociticos), deformes, o andmalamente coloreados
(hipocrémicos).

Los polipéptidos trampa de GDF pueden usarse en combinacién (por ejemplo, administrarse en el mismo momento o
en momentos diferentes, pero generalmente de tal manera que consigan efectos farmacol6gicos solapantes) con
terapias complementarias para la eritropoyesis ineficaz. Tales terapias incluyen transfusion de glébulos rojos o
sangre completa para tratar la anemia. En anemias crdnicas o hereditarias, los mecanismos normales para la
homeostasis de hierro se ven abrumados por transfusiones repetidas, lo que eventualmente conduce a una
acumulacién de hierro téxica y potencialmente mortal en tejidos vitales tales como el corazédn, el higado, y las
glandulas endocrinas. Por tanto, las terapias complementarias para pacientes afectados crénicamente por
eritropoyesis ineficaz también incluyen el tratamiento con una o mas moléculas quelantes de hierro para fomentar la
excrecién de hierro en la orina y/o las heces y prevenir, o revertir, de ese modo la hemocromatosis tisular (Hershko,
2006, Haematologica 91:1307-1312; Cao et al, 2011, Pediatr Rep 3(2):e17). Los agentes quelantes de hierro
eficaces deben ser capaces de unirse a, y neutralizar, selectivamente el hierro férrico, la forma oxidada del hierro no
unido a transferrina que probablemente representa la mayor toxicidad por hierro a través de la produccion catalitica
de radicales hidroxilo y productos de oxidacién (Esposito et al., 2003, Blood 102:2670-2677). Estos agentes son
estructuralmente diversos, pero todos ellos presentan 4tomos donadores de oxigeno o nitrégeno capaces de formar
complejos de coordinacién octaédricos neutralizantes con atomos de hierro individuales en estequiometrias de 1:1
(agentes hexadentados), 2:1 (tridentados), o 3:1 (bidentados) (Kalinowski et al., 2005, Pharmacol Rev 57:547-583).
Los agentes quelantes de hierro eficaces también tienen un peso molecular relativamente bajo (menor de
700 Dalton), con una solubilidad tanto en agua como en lipido que permita el acceso a los tejidos afectados.
Ejemplos especificos de moléculas quelantes de hierro son deferoxamina, un agente hexadentado de origen
bacteriano que requiere administracién parenteral diaria, y los agentes sintéticos oralmente activos deferiprona
(bidentado) y deferasirox (tridentado). La terapia de combinacién que consiste en la administracién en el mismo dia
de dos agentes quelantes de hierro es prometedora en pacientes que no responden a la monoterapia de quelacién y
también en superar problemas de un cumplimiento por parte del paciente deficiente con dereroxamina sola (Cao et
al., 2011, Pediatr Rep 3(2):e17; Galanello et al., 2010, Ann NY Acad Sci 1202:79-86).
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Los polipéptidos trampa de GDF pueden usarse en combinacién con agonistas de hepcidina para la eritropoyesis
ineficaz. La hepcidina, un polipéptido circulante producido principalmente en el higado, se considera un regulador
maestro del metabolismo de hierro en virtud de su capacidad para inducir la degradacién de ferroportina, una
proteina exportadora de hierro localizada en enterocitos, hepatocitos y macréfagos absorbentes. En términos
generales, la hepcidina reduce la disponibilidad de hierro extracelular, por lo que los agonistas de hepcidina pueden
ser beneficiosos en el tratamiento de la eritropoyesis ineficaz (Nemeth, 2010, Adv Hematol 2010:750643). Esta
visidén esta respaldada por los efectos beneficiosos de la expresidén de hepcidina aumentada en un modelo de ratén
de B-talasemia (Gardenghi et al., 2010, J Clin Invest 120:4466-4477).

Adicionalmente, tal como se muestra en el presente documento, los polipéptidos trampa de GDF pueden usarse en
combinacién con activadores del receptor de EPO para conseguir un aumento de los glébulos rojos a menores
intervalos de dosis. Esto puede ser beneficioso para reducir los efectos inespecificos conocidos y los riesgos
asociados con las altas dosis de activadores del receptor de EPO. También se describen en el presente documento,
aunque no estéan cubiertos por las reivindicaciones, métodos para tratar o prevenir la anemia en un individuo que lo
necesita mediante la administracion, al individuo, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido trampa
de GDF o una combinacién (o terapia concomitante) de un polipéptido trampa de GDF y un activador del receptor de
EPO. Estos métodos pueden usarse para tratamientos terapéuticos y profilacticos de mamiferos, y particularmente
seres humanos.

Los polipéptidos trampa de GDF pueden usarse en combinacidén con activadores del receptor de EPO para reducir la
dosis requerida de estos activadores en pacientes que son susceptibles a los efectos adversos de la EPO. Los
principales efectos adversos de la EPO son un aumento excesivo en los niveles de hematocrito o hemoglobina y
policitemia. Unos niveles elevados de hematocrito pueden conducir a hipertensién (mas particularmente
agravamiento de la hipertension) y trombosis vascular. Otros efectos adversos de la EPO que se han notificado,
algunos de ellos relacionados con la hipertensién, son cefaleas, sindrome similar a la gripe, obstruccién de las
derivaciones, infartos de miocardio y convulsiones cerebrales debido a trombosis, encefalopatia hipertensiva, y
aplasia de glébulos rojos (Singibarti, (1994) J. Clin Investig 72 (supl. 6), S36-S43; Horl et al. (2000) Nephrol Dial
Transplant 15 (supl. 4), 51-56; Delanty et al. (1997) Neurology 49, 686-689; Bunn (2002) N Engl J Med 346(7), 522-
523).

El rapido efecto sobre los niveles de gldbulos rojos de los polipéptidos trampa de GDF dados a conocer en el
presente documento indica que estos agentes actian por un mecanismo diferente al de la EPO. Por consiguiente,
estos antagonistas pueden ser Utiles para aumentar los niveles de gldbulos rojos y hemoglobina en pacientes que no
responden bien a la EPO. Por ejemplo, un polipéptido trampa de GDF puede ser beneficioso para un paciente en el
que la administracién de una dosis de normal a aumentada (>300 Ul/kg/semana) de EPO no da como resultado el
aumento del nivel de hemoglobina hasta el nivel diana. Se encuentran pacientes con una respuesta inadecuada a la
EPO para todos los tipos de anemia, pero se han observado mayores nimeros de pacientes que no responden de
manera particularmente frecuente entre pacientes con canceres y pacientes con enfermedad renal en estadio
terminal. Una respuesta inadecuada a la EPO puede ser o bien constitutiva (es decir, observada tras el primer
tratamiento con EPO) o bien adquirida (por ejemplo, observada tras el tratamiento repetido con EPO).

Los pacientes pueden tratarse con una pauta posoloégica destinada a restablecer al paciente a un nivel de
hemoglobina diana, habitualmente entre aproximadamente 10 g/dl y aproximadamente 12,5 g/dl, y normalmente de
aproximadamente 11,0 g/dl (véase también Jacobs ef al. (2000) Nephrol Dial Transplant 15, 15-19), aunque
menores niveles diana pueden provocar menos efectos secundarios cardiovasculares. Alternativamente, pueden
usarse los niveles de hematocrito (porcentaje del volumen de una muestra de sangre ocupado por las células) como
una medida para el estado de los glébulos rojos. Los niveles de hematocrito para individuos sanos oscilan entre el
41 y el 51 % para varones adultos y entre el 35 y el 45 % para mujeres adultas. Los niveles de hematocrito diana
son habitualmente de alrededor del 30-33 %. Ademas, los niveles de hemoglobina/hematocrito varian de persona a
persona. Por tanto, éptimamente, el nivel de hemoglobina/hematocrito diana puede individualizarse para cada
paciente.

También se describen en el presente documento, aunque no estan cubiertos por las reivindicaciones, métodos para
el manejo de un paciente que se ha tratado con, o es un candidato para tratarse con, un polipéptido trampa de GDF
mediante la medicién de uno o mas parametros hematolégicos en el paciente. Los parametros hematolégicos
pueden usarse para evaluar la dosificacién apropiada para un paciente que es un candidato para tratarse con un
polipéptido trampa de GDF, para monitorizar los parametros hematolégicos durante el tratamiento con un polipéptido
trampa de GDF, para evaluar si ajustar la dosificacién durante el tratamiento con un polipéptido trampa de GDF, y/o
para evaluar una dosis de mantenimiento apropiada de un polipéptido trampa de GDF. Si uno o méas de los
parametros hematolégicos estan fuera del nivel normal, la dosificacién con un polipéptido trampa de GDF puede
reducirse, retrasarse o terminarse.

Los parametros hematologicos que pueden medirse segun los métodos proporcionados en el presente documento

incluyen, por ejemplo, niveles de glébulos rojos, tension arterial, reservas de hierro, y otros agentes encontrados en
los liquidos corporales que se correlacionan con niveles aumentados de glébulos rojos, usando métodos
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reconocidos en la técnica. Tales parametros pueden determinarse usando una muestra de sangre de un paciente.
Aumentos de los niveles de gldbulos rojos, los niveles de hemoglobina, y/o los niveles de hematocrito pueden
provocar aumentos de la tensidn arterial.

Si uno o mas parametros hematolégicos estan fuera del intervalo normal, o en el lado alto de lo normal, en un
paciente que es candidato para tratarse con un polipéptido trampa de GDF, entonces el inicio de la administracion
del polipéptido trampa de GDF puede retrasarse hasta que los parametros hematolégicos hayan vuelto a un nivel
normal o aceptable, ya sea de manera natural o mediante intervencidén terapéutica. Por ejemplo, si un paciente
candidato es hipertenso o prehipertenso, entonces el paciente puede tratarse con un agente reductor de la tensién
arterial con el fin de reducir la tensidén arterial del paciente. Puede usarse cualquier agente reductor de la tensién
arterial apropiado para la afeccién del paciente individual, incluyendo, por ejemplo, diuréticos, inhibidores
adrenérgicos (incluyendo bloqueantes alfa y bloqueantes beta), vasodilatadores, bloqueadores de los canales de
calcio, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), o bloqueadores del receptor de angiotensina Il.
La tensién arterial puede tratarse alternativamente usando un régimen de dieta y ejercicio. De manera similar, si un
paciente candidato tiene reservas de hierro que son menores de lo normal, o en el lado bajo de lo normal, entonces
el paciente puede tratarse con un régimen de dieta apropiado y/o complementos de hierro hasta que las reservas de
hierro del paciente hayan vuelto a un nivel normal o aceptable. Para pacientes que tienen niveles de glébulos rojos
y/o niveles de hemoglobina mayores de lo normal, entonces la administracién del polipéptido trampa de GDF puede
retrasarse hasta que los niveles hayan vuelto a un nivel normal o aceptable.

Si uno o mas parametros hematolégicos estan fuera del intervalo normal, o en el lado alto de lo normal, en un
paciente que es candidato para tratarse con un polipéptido trampa de GDF, entonces el inicio de la administracion
no puede retrasarse. Sin embargo, la cantidad de dosificacién o frecuencia de dosificacién del polipéptido trampa de
GDF puede establecerse en una cantidad que reduciria el riesgo de un aumento inaceptable de los parametros
hematolégicos que surge tras la administracion del polipéptido trampa de GDF. Alternativamente, puede
desarrollarse un régimen terapéutico para el paciente que combina un polipéptido trampa de GDF con un agente
terapéutico que aborda el nivel indeseable del pardmetro hematolégico. Por ejemplo, si el paciente tiene tension
arterial elevada, entonces puede disefiarse un régimen terapéutico que implica la administracién de un polipéptido
trampa de GDF y un agente reductor de la tensién arterial. Para un paciente que tiene reservas de hierro menores
de lo deseado, puede desarrollarse un régimen terapéutico de un polipéptido trampa de GDF y complementacién de
hierro.

Puede(n) establecerse parametro(s) de nivel inicial para uno o mas parametros hematol6gicos para un paciente que
es candidato para tratarse con un polipéptido trampa de GDF y establecer una pauta posoldgica apropiada para ese
paciente basandose en valor(es) de nivel inicial. Alternativamente, pueden usarse los parametros de nivel inicial
establecidos basandose en el historial médico del paciente para informar sobre una pauta posolégica de polipéptido
trampa de GDF apropiada para un paciente. Por ejemplo, si un paciente sano tiene una lectura de tensién arterial de
nivel inicial establecida que es superior al intervalo normal definido, puede no ser necesario llevar la tensién arterial
del paciente al intervalo que se considera normal para la poblacién general antes del tratamiento con el polipéptido
trampa de GDF. Los valores de nivel inicial de un paciente para uno o mas parametros hematolégicos antes del
tratamiento con un polipéptido trampa de GDF también pueden usarse como valores comparativos relevantes para
monitorizar cualquier cambio en los pardmetros hematolégicos durante el tratamiento con el polipéptido trampa de
GDF.

Pueden medirse uno o mas pardmetros hematol6gicos en pacientes que estan tratandose con un polipéptido trampa
de GDF. Los parametros hematolégicos pueden usarse para monitorizar al paciente durante el tratamiento y permitir
el ajuste o la terminacién de la dosificacién con el polipéptido trampa de GDF o una dosificacién adicional con otro
agente terapéutico. Por ejemplo, si la administracién de un polipéptido trampa de GDF da como resultado un
aumento de la tensidn arterial, el nivel de glébulos rojos, o el nivel de hemoglobina, o una reduccién de las reservas
de hierro, entonces la dosis del polipéptido trampa de GDF puede reducirse en cuanto a cantidad o frecuencia con el
fin de disminuir los efectos del polipéptido trampa de GDF sobre el uno o mas parametros hematolégicos. Si la
administracién de un polipéptido trampa de GDF da como resultado un cambio en uno o méas parametros
hematoldgicos que es adverso para el paciente, entonces puede terminarse la dosificacién del polipéptido trampa de
GDF de manera temporal, hasta que elllos pardmetro(s) hematol6gico(s) vuelva(n) a un nivel aceptable, o de
manera permanente. De manera similar, si uno 0 mas parametros hematolégicos no se llevan a un intervalo
aceptable después de reducir la dosis o frecuencia de administracién del polipéptido trampa de GDF, entonces
puede terminarse la dosificacion. Como alternativa a, o ademés de, reducir o terminar la dosificacién con el
polipéptido trampa de GDF, el paciente puede dosificarse con un agente terapéutico adicional que aborda el nivel
indeseable en el/los parametro(s) hematolégico(s), tal como, por ejemplo, un agente reductor de la tensién arterial o
un complemento de hierro. Por ejemplo, si un paciente que esta tratandose con un polipéptido trampa de GDF tiene
una tensién arterial elevada, entonces puede continuar la dosificacién con el polipéptido trampa de GDF al mismo
nivel y se aflade un agente reductor de la tensién arterial al régimen de tratamiento, puede reducirse la dosificacién
con el polipéptido trampa de GDF (por ejemplo, en cuanto a cantidad y/o frecuencia) y se afiade un agente reductor
de la tension arterial al régimen de tratamiento, o puede terminarse la dosificacién con el polipéptido trampa de GDF
y puede tratarse al paciente con un agente reductor de la tensién arterial.
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6. Composiciones farmacéuticas

Los compuestos (por ejemplo, polipéptidos trampa de GDF) pueden formularse con un portador farmacéuticamente
aceptable. Por ejemplo, un polipéptido trampa de GDF puede administrarse solo o como componente de una
formulacion farmacéutica (composicidon terapéutica). Los compuestos objeto pueden formularse para su
administracién de cualquier manera conveniente para su uso en medicina humana o veterinaria.

El método terapéutico puede incluir administrar la composicién por via sistémica, o por via local como un implante o
dispositivo. Cuando se administra, la composicidn terapéutica para su uso en esta invencién esta, por supuesto, en
una forma fisiolégicamente aceptable libre de pir6genos. Pueden administrarse agentes terapéuticamente utiles
distintos de los polipéptidos trampa de GDF que también pueden incluirse opcionalmente en la composicién tal como
se describié anteriormente de manera simultanea o secuencial con los compuestos objeto (por ejemplo, polipéptidos
trampa de GDF) en los métodos de la invencién.

Normalmente, los compuestos se administraran por via parenteral. Las composiciones farmacéuticas adecuadas
para administraciéon parenteral pueden comprender uno o0 més polipéptidos trampa de GDF en combinacién con una
o mas disoluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones acuosas 0 no acuosas isoténicas estériles
farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden reconstituirse en disoluciones o dispersiones
inyectables estériles justo antes de su uso, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostéticos, solutos
que hace que la formulacién sea isotbénica con la sangre del receptor deseado o agentes de suspensién o
espesantes. Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las
composiciones farmacéuticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y
ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Puede mantenerse una fluidez apropiada, por ejemplo,
mediante el uso de materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

Ademas, la composicién puede encapsularse o inyectarse en una forma para administracién a un sitio de tejido
diana (por ejemplo, médula ésea). Las composiciones pueden incluir una matriz capaz de administrar uno o mas
compuestos terapéuticos (por ejemplo, polipéptidos trampa de GDF) a un sitio de tejido diana (por ejemplo, médula
6sea), proporcionando una estructura para el tejido en desarrollo y que puede reabsorberse 6ptimamente en el
cuerpo. Por ejemplo, la matriz puede proporcionar una liberacidén lenta de los polipéptidos trampa de GDF. Tales
matrices pueden estar formadas por materiales actualmente en uso para otras aplicaciones médicas implantadas.

La eleccién del material de matriz se basa en la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, las propiedades mecanicas,
la apariencia cosmética y las propiedades de interfaz. La aplicacién particular de las composiciones objeto definir4 la
formulaciéon apropiada. Las posibles matrices para las composiciones pueden ser sulfato de calcio, fosfato de
tricalcio, hidroxiapatita, poli(acido lactico) y polianhidridos biodegradables y quimicamente definidos. Otros posibles
materiales son biodegradables y estan biol6gicamente bien definidos, tales como colageno éseo o dérmico. Otras
matrices estdn compuestas por proteinas puras o componentes de la matriz extracelular. Otras posibles matrices no
son biodegradables y estan quimicamente definidas, tales como hidroxiapatita sinterizada, biovidrio, aluminatos, u
otros materiales cerdmicos. Las matrices pueden estar compuestas por combinaciones de cualquiera de los tipos de
material mencionados anteriormente, tales como poli(4dcido lactico) e hidroxiapatita o colageno y fosfato de tricalcio.
Los materiales bioceramicos pueden alterarse en cuanto a composicién, tal como en aluminato-fosfato de calcio, y
procesamiento para alterar el tamafio de poro, el tamafio de particula, la forma de particula, y la biodegradabilidad.

Los compuestos de la invencidn pueden administrarse por via oral, por ejemplo, en forma de cépsulas, sellos,
pildoras, comprimidos, pastillas para chupar (usando una base aromatizada, normalmente sacarosa y goma arabiga
o tragacanto), polvos, granulos, o como una disolucién o una suspensién en un liquido acuoso o0 no acuoso, 0 como
una emulsién liquida de aceite en agua o de agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, o como pastillas (usando una
base inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga) y/o como enjuagues bucales y similares,
conteniendo cada uno una cantidad predeterminada de un agente como principio activo. Un agente también puede
administrarse como un bolo, un electuario o una pasta.

En formas de dosificacién sélidas para administracién oral (capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos,
granulos, y similares), pueden mezclarse uno 0 mas compuestos terapéuticos de la presente invenciéon con uno o
mas portadores farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio, y/o cualquiera de
los siguientes: (1) cargas o extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y/o acido silicico;
(2) aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa, y/o
goma arabiga; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes disgregantes, tales como agar-agar, carbonato de
calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos, y carbonato de sodio; (5) agentes
retardadores de disolucién, tales como parafina; (6) aceleradores de absorcién, tales como compuestos de amonio
cuaternario; (7) agentes de humectacion, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol,
(8) absorbentes, tales como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio,
estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato de sodio, y mezclas de los mismos; y (10) agentes
colorantes. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden
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comprender agentes tamponantes. También pueden emplearse composiciones sélidas de un tipo similar como
cargas en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azlcares de la
leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas de dosificacién liquidas para administracién oral incluyen emulsiones, microemulsiones, disoluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del principio activo, las formas de
dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes habitualmente usados en la técnica, tales como agua u
otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato
de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en
particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol
tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de 4cidos grasos de sorbitano, y mezclas de los mismos. Ademas de
diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes tales como agentes de humectacién,
agentes emulsionantes y de suspensién, agentes edulcorantes, aromatizantes, colorantes, perfumantes y
conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspensién tales como
alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilen-sorbitol, y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina,
metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las composiciones de la invencién también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes, agentes de
humectacién, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencién de la accién de microorganismos puede
garantizarse mediante la inclusién de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, fenol, acido sérbico, y similares. También puede ser deseable incluir en las composiciones agentes
isoténicos, tales como azlcares, cloruro de sodio, y similares. Ademas, la absorciéon prolongada de la forma
farmacéutica inyectable puede conseguirse mediante la inclusién de agentes que retardan la absorcién, tales como
monoestearato de aluminio y gelatina.

Se entiende que el médico responsable determinard la pauta posolégica considerando diversos factores que
modifican la accién de los compuestos objeto de la invencién (por ejemplo, polipéptidos trampa de GDF). Los
diversos factores incluyen, pero no se limitan a, el recuento de glébulos rojos, el nivel de hemoglobina u otras
evaluaciones de diagnéstico del paciente, el recuento de glébulos rojos diana deseado, la edad, el sexo y la dieta del
paciente, la gravedad de cualquier enfermedad que pueda contribuir a un nivel de glébulos rojos reducido, el tiempo
de administracién, y otros factores clinicos. La adicién de otros factores de crecimiento conocidos a la composicién
final también puede afectar a la dosificacién. El progreso puede monitorizarse mediante la evaluacién periddica de
los niveles de glébulos rojos y hemoglobina, asi como mediante evaluaciones de los niveles de reticulocitos y otros
indicadores del proceso hematopoyético.

También se describe en el presente documento, aunque no esté cubierta por las reivindicaciones, la terapia génica
para la produccién in vivo de polipéptidos trampa de GDF. Tal terapia conseguiria su efecto terapéutico mediante la
introduccién de las secuencias de polinucleétido trampa de GDF en células o tejidos que tienen los trastornos tal
como se enumeraron anteriormente. La administracién de secuencias de polinucleétido trampa de GDF puede
conseguirse usando un vector de expresién recombinante tal como un virus quimérico o un sistema de dispersién
coloidal. Para la administracién terapéutica de secuencias de polinucleétido trampa de GDF se prefiere el uso de
liposomas dirigidos.

Diversos vectores virales que pueden utilizarse para la terapia génica tal como se ensefia en el presente documento
incluyen adenovirus, virus del herpes, virus de la vaccinia, o un virus de ARN tal como un retrovirus. El vector
retroviral puede ser un derivado de un retrovirus murino o aviar. Los ejemplos de vectores retrovirales en los que
puede insertarse un gen exdégeno individual incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia murina de Moloney
(MoMuLV), virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV), y virus del
sarcoma de Rous (RSV). Varios vectores retrovirales adicionales pueden incorporar multiples genes. Todos estos
vectores pueden transferir o incorporar un gen para un marcador seleccionable de modo que las células
transducidas puedan identificarse y generarse. Los vectores retrovirales pueden hacerse especificos de la diana
uniendo, por ejemplo, un azlcar, un glicolipido, o una proteina. El direccionamiento preferido se consigue usando un
anticuerpo. Los expertos en la técnica reconoceran que pueden insertarse secuencias de polinucleétidos especificas
en el genoma retroviral o unirse a una envoltura viral para permitir la administracién especifica diana del vector
retroviral que contiene el polinucleétido trampa de GDF.

Alternativamente, las células de histocultivo pueden transfectarse directamente con plasmidos que codifican para los
genes estructurales retrovirales gag, pol y env, mediante transfeccién con fosfato de calcio convencional. Estas
células se transfectan entonces con el plasmido de vector que contiene los genes de interés. Las células resultantes
liberan el vector retroviral en el medio de cultivo.

Otro sistema de administracién dirigida para polinucleétidos trampa de GDF es un sistema de dispersidén coloidal.

Los sistemas de dispersién coloidal incluyen complejos macromoleculares, nanocapsulas, microesferas, perlas, y
sistemas basados en lipidos, incluyendo emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas, y liposomas. El
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sistema coloidal preferido de esta invencién es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membrana artificiales
que son utiles como vehiculos de administracion in vitro e in vivo. El ARN, el ADN y los viriones intactos pueden
encapsularse dentro del interior acuoso y administrarse a las células en una forma biolégicamente activa (véase, por
ejemplo, Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:77, 1981). Los métodos para la transferencia génica eficiente usando
un vehiculo de liposoma se conocen en la técnica, véase, por ejemplo, Mannino et al., Biotechniques, 6:682, 1988.
La composicién del liposoma es normalmente una combinacion de fosfolipidos, normalmente en combinacién con
esteroides, especialmente colesterol. También pueden usarse otros fosfolipidos u otros lipidos. Las caracteristicas
fisicas de los liposomas dependen del pH, de la fuerza i6nica, y de la presencia de cationes divalentes.

Los ejemplos de lipidos Utiles en la produccion de liposomas incluyen compuestos de fosfatidilo, tales como
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos, y gangliésidos.
Los fosfolipidos ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina, y diestearoilfosfatidilcolina. El
direccionamiento de liposomas también es posible basandose en, por ejemplo, la especificidad de érgano, la
especificidad de célula y la especificidad de orgénulo y se conoce en la técnica.

Ejemplificacion
La invencién, que se describe ahora de manera general, se entenderd mas facilmente mediante referencia a los
siguientes ejemplos, que se incluyen simplemente con propésitos de ilustracién de determinadas realizaciones y

realizaciones de la presente invencién, y no se pretende que limiten la invencion.

Ejemplo 1. Generacién de una trampa de GDF

Los solicitantes construyeron una trampa de GDF tal como sigue. Se fusion un polipéptido que tenia un dominio
extracelular de ActRIIB modificado con unién a activina A muy reducida en relacién con GDF11 y/o miostatina (como
consecuencia de una sustitucién de leucina por aspartato en la posicién 79 en SEQ ID NO: 1) con un dominio Fc
humano o de ratén con un ligador minimo (tres aminoacidos glicina) entremedias. Los constructos se denominan
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc y ActRIIB(L79D 20-134)-mFc, respectivamente. Formas alternativas con un glutamato en
lugar de un aspartato en la posicién 79 funcionaron de manera similar (L79E). A continuacién, también se generaron
formas alternativas con una alanina en lugar de una valina en la posicién 226 con respecto a SEQ ID NO: 7, y
funcionaron de manera equivalente en todos los aspectos sometidos a prueba. El aspartato en la posicién 79 (en
relacién con SEQ ID NO: 1, o en la posicién 60 en relacion con SEQ ID NO: 7) estéa resaltado en gris a continuacion.
La valina en la posicién 226 en relacién con SEQ ID NO: 7 también esta resaltada en gris a continuacién.

A continuacién se muestra la trampa de GDF ActRIIB(L79D 20-134)-hFc tal como se purifica a partir de lineas de
células CHO (SEQ ID NO: 7).

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKK
GCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPT
APTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVK
INWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVILHODWINGKEYKCKVSNKAL
PVPIEKTISKAKGOQPREPOQVYTLPPSREEMTKNOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

La porcidn derivada de ActRIIB de la trampa de GDF tiene una secuencia de aminoacidos expuesta a continuacion
(SEQ ID NO: 32), y esa porcién puede usarse como mondémero o como una proteina de fusién no Fc como
mondmero, dimero o complejo de orden superior.

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIE
LVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEVTYE
PPPTAPT (SEQ ID NO: 32)
La proteina trampa de GDF se expresé en lineas de células CHO. Se consideraron tres secuencias lider diferentes:
(i) Melitina de abeja melifera (HBML): MKFLVNVALVFMVVYISYIYA (SEQ ID NO: 8)
(ii) Activador tisular del plasminégeno (TPA): MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSP (SEQ ID NO: 9)

(iii) Nativa: MTAPWVALALLWGSLCAGS (SEQ ID NO: 10).
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La forma seleccionada emplea el lider de TPA y tiene la siguiente secuencia de aminoacidos no procesada:

MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSPGASGRGEAETRECIY YNANWELERTNQSGLERCE
GEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCE
GNFCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTGGGTHTCPPCPAPELL GGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHODWILNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEATHNHYTOKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 11)

Este polipéptido esta codificado por la siguiente secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 12):

A TGGATGCAAT GAAGAGAGGG CTCTGCTGTG TGCTGCTGCT GTGTGGAGCA GTCTTCGTTT

CGCCCGGCGC
ACTGGGAGCT
AGCGGCTGCA
AGGGCTGCTG
AGAACCCCCA
ATTTGCCAGA
GTGGTGGAAC
TCTTCCTCTT
CATGCGTGGT
ACGGCGTGGA
ACCGTGTGGT
AGTGCAAGGT
AAGGGCAGCC
AGAACCAGGT
AGTGGGAGAG
CCGACGGCTC
GGAACGTCTT
GCCTCTCCCT

CTCTGGGCGT
GGAGCGCACC
CTGCTACGCC
GGACGATGAC
GGTGTACTTC
GGCTGGGGGC
TCACACATGC
CCCCCCAAAA
GGTGGACGTG
GGTGCATAAT
CAGCGTCCTC
CTCCAACAAA
CCGAGAACCA
CAGCCTGACC
CAATGGGCAG
CTTCTTCCTC
CTCATGCTCC
GTCTCCGGGT

GGGGAGGCTG
AACCAGAGCG
TCCTGGCGCA
TTCAACTGCT
TGCTGCTGTG
CCGGAAGTCA
CCACCGTGCC
CCCAAGGACA
AGCCACGAAG
GCCAAGACAA
ACCGTCCTGC
GCCCTCCCAG
CAGGTGTACA
TGCCTGGTCA
CCGGAGAACA
TATAGCAAGC
GTGATGCATG
AAATGA

AGACACGGGA
GCCTGGAGCG
ACAGCTCTGG
ACGATAGGCA
AAGGCAACTT
CGTACGAGCC
CAGCACCTGA
CCCTCATGAT
ACCCTGAGGT
AGCCGCGGGA
ACCAGGACTG
TCCCCATCGA
CCCTGCCCCC
AAGGCTTCTA
ACTACAAGAC
TCACCGTGGA
AGGCTCTGCA

GTGCATCTAC
CTGCGAAGGC
CACCATCGAG
GGAGTGTGTG
CTGCAACGAG
ACCCCCGACA
ACTCCTGGGG
CTCCCGGACC
CAAGTTCAAC
GGAGCAGTAC
GCTGAATGGC
GAAAACCATC
ATCCCGGGAG
TCCCAGCGAC
CACGCCTCCC
CAAGAGCAGG
CAACCACTAC

TACAACGCCA
GAGCAGGACA
CTCGTGAAGA
GCCACTGAGG
CGCTTCACTC
GCCCCCACCG
GGACCGTCAG
CCTGAGGTCA
TGGTACGTGG
AACAGCACGT
AAGGAGTACA
TCCAAAGCCA
GAGATGACCA
ATCGCCGTGG
GTGCTGGACT
TGGCAGCAGG
ACGCAGAAGA

Pudo conseguirse la purificacion mediante una serie de etapas de cromatografia en columna, incluyendo, por
ejemplo, tres o mas de las siguientes, en cualquier orden: cromatografia de proteina A, cromatografia de Q
Sepharose, cromatografia de fenil-Sepharose, cromatografia de exclusién molecular, y cromatografia de intercambio
catibénico. La purificacion pudo completarse con filtracién viral e intercambio de tampén. En un ejemplo de un
esquema de purificacién, el medio de cultivo celular se hace pasar a lo largo de una columna de proteina A, se lava
en Tris 150 mM/NaCl (pH 8,0), luego se lava en Tris 50 mM/NaCl (pH 8,0) y se eluye con glicina 0,1 M, pH 3,0. El
eluato de bajo pH se mantiene a temperatura ambiente durante 30 minutos como etapa de aclaramiento viral. Luego
se neutraliza el eluato y se hace pasar a lo largo de una columna de intercambio iénico de Q Sepharose y se lava en
Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, y se eluye en Tris 50 mM pH 8,0, con una concentracién de NaCl de entre 150 mM
y 300 mM. Luego se cambia el eluato a Tris 50 mM pH 8,0, sulfato de amonio 1,1 M y se hace pasar a lo largo de
una columna de fenil-Sepharose, se lava, y se eluye en Tris 50 mM pH 8,0 con sulfato de amonio entre 150 y
300 mM. El eluato se dializa y se filtra antes de su uso.

Se describen trampas de GDF adicionales (proteinas de fusién ActRIIB-Fc modificadas para reducir la razén de
unién a activina A en relacidn con miostatina o GDF11) en los documentos PCT/US2008/001506 vy
WO 2006/012627.

Ejemplo 2. Bioensayo para la sefializacién mediada por GDF-11 y activina

Se us6 un ensayo de gen indicador A-204 para evaluar los efectos de proteinas de ActRIIB-Fc y trampas de GDF
sobre la sefializaciéon por GDF-11 y activina A. Linea celular: rabdomiosarcoma humano (derivado de musculo).
Vector indicador: pGL3(CAGA)12 (descrito en Dennler et al., 1998, EMBO 17: 3091-3100). El motivo CAGA12 esta
presente en genes sensibles a TGF-beta (gen PAI-1), por lo que este vector es de uso general para factores que
sefializan a través de Smad2 y Smad3.

Dia 1: dividir las células A-204 en placas de 48 pocillos.
Dia 2: transfectar las células A-204 con 10 pg de pGL3(CAGA)12 o pGL3(CAGA)12 (10 pg) + pRLCMV (1 pg) y

Fugene.
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Dia 3: afiadir factores (diluidos en medio + BSA al 0,1 %). Fue necesario incubar previamente los inhibidores con los
factores durante 1 h antes de su adicion a las células. 6 h después, aclarar las células con PBS, y lisar las células.

A esto le sigue un ensayo de luciferasa. En ausencia de cualquier inhibidor, la activina A mostré una estimulacién de
10 veces de la expresién del gen indicador y una DEsg de ~2 ng/ml. GDF-11: estimulacién de 16 veces, DEsq:
~1,5 ng/ml.

ActRIIB(20-134) es un potente inhibidor de la actividad de activina, GDF-8 y GDF-11 en este ensayo. Las variantes
también se sometieron a prueba en este ensayo.

Ejemplo 3. Inhibicién de GDF-11 mediante truncamientos N-terminales y C-terminales

Se generaron variantes de ActRIIB(20-134)-hFc con truncamientos en el extremo N-terminal y/o C-terminal y se
sometieron a prueba para determinar la actividad como inhibidores de GDF-11 y activina. A continuacién se
muestran las actividades (tal como se miden en medios acondicionados):

Truncamientos de ActRIIB-hFc C-terminales:

Clso (ng/ml)
GDF-11 Activina
ActRIIB(20-134)-hFc 45 22
ActRIIB(20-132)-hFc 87 32
ActRIIB(20-131)-hFc 120 44
ActRIIB(20-128)-hFc 130 158

Tal como puede observarse, los truncamientos de tres (que terminan con ...PPT), seis (que terminan con ..YEP) o
méas aminoacidos en el extremo C-terminal provocan una disminucién de tres veces o mayor en la actividad de la
molécula. El truncamiento de los 15 aminoacidos finales de la porcién ActRIIB provoca una mayor pérdida de
actividad (véase el documento WO2006/012627).

Se realizaron truncamientos amino-terminales en la estructura de una proteina de ActRIIB(20-131)-hFc. A
continuacién se muestran las actividades (tal como se miden en medios acondicionados):

Truncamientos de ActRIIB-hFc N-terminales:

Clso (ng/ml)
GDF-11 Activina
ActRIIB(20-131)-hFc (GRG...) 183 201
ActRIIB(21-131)-hFc (RGE...) 121 325
ActRIIB(22-131)-hFc (GEA...) 71 100
ActRIIB(23-131)-hFc (EAE...) 60 43
ActRIIB(24-131)-hFc (AET...) 69 105

Por consiguiente, los truncamientos de dos, tres o cuatro aminoécidos a partir del extremo N-terminal conducen a la
produccién de una proteina mas activa que las versiones con un dominio extracelular de longitud completa.
Experimentos adicionales muestran que un truncamiento de cinco aminoacidos, ActRIIB(25-131)-hFc, tiene una
actividad equivalente a la forma no truncada, y deleciones adicionales en el extremo N-terminal continGan
degradando la actividad de la proteina. Por tanto, los constructos 6ptimos tendrdn un extremo C-terminal que
termina entre los aminoacidos 133-134 de SEQ ID NO: 1y un extremo N-terminal que comienza en los aminoécidos
22-24 de SEQ ID NO: 1. Un extremo N-terminal correspondiente a los aminoacidos 21 6 25 proporcionara una
actividad que es similar a la del constructo ActRIIB(20-134)-hFc. Estos truncamientos también pueden usarse en el
contexto de trampas de GDF, tales como una variante L79D o L79E.

Ejemplo 4. Variantes de ActRIIB-Fc, actividad basada en células

Se someti6 a prueba la actividad de proteinas de ActRIIB-Fc y trampas de GDF en un ensayo basado en células, tal
como se describié anteriormente. Los resultados se resumen en la tabla a continuaciéon. Algunas variantes se
sometieron a prueba en diferentes constructos con truncamiento C-terminal. Tal como se comenté anteriormente, los
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truncamientos de cinco o quince aminoacidos provocaron una reduccién de la actividad. Las trampas de GDF
(variantes L79D y L79E) mostraron una pérdida sustancial de unién a activina, mientras que conservaron
practicamente la inhibicién de tipo natural de GDF-11.

Unién de ActRIIB-Fc soluble a GDF11 y activina A:

Variaciones de ActRIIB- | Porcion de ActRIIB (corresponde a los Actividad de ﬁﬁﬁmgii (;Z
Fc aminoacidos de SEQ ID NO: 1) inhibicion de GDF11 o
activina
+++ (K| de +++ (K| de
R64 20-134 aproximadamente | aproximadamente
108 M) 108 M)
+ (K de + (K de
A64 20-134 aproximadamente | aproximadamente
10 M) 10 M)
R64 20-129 +++ +++
R64 K74A 20-134 +++ +H+
R64 A24N 20-134 +++ +++
R64 A24N 20-119 ++ ++
R64 A24N K74A 20-119 + +
R64 L79P 20-134 + +
R64 L79P K74A 20-134 + +
R64 L79D 20-134 +++ +
R64 L79E 20-134 +++ +
R64K 20-134 +++ +++
R64K 20-129 +++ +++
R64 P129S8 P130A 20-134 +++ +++
R64N 20-134 + +
+ actividad deficiente (K| de aproximadamente 1x10)
++ actividad moderada (K, de aproximadamente 1x107)
+++ actividad buena (de tipo natural) (K, de aproximadamente 1x108)
++++ mayor que la actividad de tipo natural

Se han evaluado varias variantes para determinar la semivida sérica en ratas. ActRIIB(20-134)-Fc tiene una
semivida sérica de aproximadamente 70 horas. ActRIIB(A24N 20-134)-Fc tiene una semivida sérica de
aproximadamente 100-150 horas. La variante A24N tiene actividad en el ensayo basado en células (anterior) y en
ensayos in vivo (a continuacién) que es equivalente a la molécula de tipo natural. Junto con una semivida mas
prolongada, esto significa que, a lo largo del tiempo, una variante A24N proporcionara un mayor efecto por unidad
de proteina que la molécula de tipo natural. La variante A24N, y cualquiera de las demas variantes sometidas a
prueba anteriormente, puede combinarse con las moléculas trampa de GDF, tales como las variantes L79D o L79E.

Ejemplo 5. Unién a GDF-11 y activina A

Se sometié a prueba la unién de determinadas proteinas de ActRIIB-Fc y trampas de GDF a ligandos en un ensayo
BiaCore™.

Las variantes de ActRIIB-Fc o la proteina de tipo natural se capturaron en el sistema usando un anticuerpo anti-hFc.
Se inyectaron los ligandos y se hicieron fluir a lo largo de las proteinas receptoras capturadas. A continuacién se
resumen los resultados en las tablas.

Especificidad de unién al ligando de variantes de IIB.

GDF11
Proteina Kon (1/Ms) Koff (1/s) KD (M)
ActRIIB(20-134)-hFc 1,34e-6 1,13e-4 8,42e-11
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ActRIIB(A24N 20-134)-hFc 1,21e-6 6,35e-5 5,19e-11
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc 6,7e-5 4,39e-4 6,55e-10
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc 3,8e-5 2,74e-4 7,16e-10
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 6,77e-5 2,41e-5 3,56e-11
GDF8
Proteina Kon (1/Ms) Koff (1/s) KD (M)
ActRIIB(20-134)-hFc 3,69e-5 3,45e-5 9,35e-11
ActRIIB(A24N 20-134)-hFc
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc 3,85e-5 8,3e-4 2,15e-9
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc 3,74e-5 9e-4 2,41e-9
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 2,25e-5 4,71e-5 2,1e-10
ActRIIB(R64K 20-129)-hFc 9,74e-4 2,09e-4 2,15e-9
ActRIIB(P129S, P130R 20-134)-hFc 1,08e-5 1,8e-4 1,67e-9
ActRIIB(K74A 20-134)-hFc 2,8e-5 2,03e-5 7,18e-11
Activina A
Proteina Kon (1/Ms) Koff (1/s) KD (M)
ActRIIB(20-134)-hFc 5,94e6 1,59e-4 2,68e-11
ActRIIB(A24N 20-134)-hFc 3,34e6 3,46e-4 1,04e-10
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc Baja unién
ActRIIB(L79E 20-134)-hFc Baja unién
ActRIIB(R64K 20-134)-hFc 6,82¢6 3,25e-4 4,76e-11
ActRIIB(R64K 20-129)-hFc 7,46e6 6,28e-4 8,41e-11
ActRIIB(P129S, P130R 20-134)-hFc 5,02e6 4,17e-4 8,31e-11

Estos datos confirman los datos del ensayo basado en células, demostrando que la variante A24N conserva una
actividad de unién al ligando que es similar a la de la molécula ActRIIB(20-134)-hFc, y que la molécula L79D o L79E
conserva la unién a miostatina y GDF11, pero muestra una unién a activina A considerablemente disminuida (no

cuantificable).

Se han generado y sometido a prueba otras variantes, tal como se notifica en el documento WO2006/012627,
véanse, por ejemplo, las pags. 59-60, usando ligandos acoplados al dispositivo y haciendo fluir el receptor a lo largo
de los ligandos acoplados. Notablemente, K74Y, K74F, K74l (y supuestamente otras sustituciones hidréfobas en
K74, tales como K74L) y D80I provocan una disminucién de la razén de unién a activina A con respecto a la unién a
GDF11, en relacién con la molécula K74 de tipo natural. A continuacién se reproduce una tabla de datos con

respecto a estas variantes:

Variantes de ActRIIB-Fc solubles que se unen a GDF11 y activina A (ensayo BiaCore™)

ActRIIB

ActA

GDF11

WT (64A)

KD=1,8e-7 M (+)

KD=2,6e-7 M (+)

WT (64R)

na

KD=8,66-8 M (+++)

+15cola

KD ~2,6 e-8 M (+++)

KD=1,9e-8 M (++++)

E37A

*

*

R40A

D54A

K55A

++

R56A

40
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K74A KD=4,35e-9 M KD=5,3e-9 M
K74Y *
K74F *
K74l *
W78A * *
L79A + *
D80OK * *
D80OR * *
D80A * *
D80OF * *
D80G * *
D80OM * *
D8ON * *
D80l * -
F82A ++ _

*no se observé unién

--unién < 1/5 WT

- unién ~1/2 WT

+WT

++ unién aumentada <2x

+++ unién aumentada ~5x

++++ unién aumentada ~10x

+++++ unién aumentada ~40x

Ejemplo 6. ActRIIB-hFc estimula la eritropoyesis en primates no humanos

Se administrd ActRIIB(20-134)-hFc (IgG1) una vez a la semana durante 1 mes a macacos cangrejeros macho y
hembra mediante inyeccién subcutanea. Se asignaron cuarenta y ocho macacos cangrejeros (24/sexo) a uno de
cuatro grupos de tratamiento (6 animales/sexo/grupo) y se les administraron por via subcutanea inyecciones de o
bien vehiculo o bien ActRIIB-hFc a 3, 10 6 30 mg/kg una vez a la semana durante 4 semanas (un total de 5 dosis).
Los parametros evaluados incluian la patologia clinica general (hematologia, bioquimica clinica, coagulacién, y
analisis de orina). ActRIIB-hFc provocé valores de reticulocitos absolutos medios elevados de manera
estadisticamente significativa el dia 15 en animales tratados. El dia 36, ActRIIB-hFc provocé varios cambios
hematoldgicos, incluyendo valores de anchura de distribucién de reticulocitos y glébulos rojos absolutos medios
elevados y una menor concentracién media de hemoglobina corpuscular. Se vieron afectados todos los grupos
tratados y ambos sexos. Estos efectos son compatibles con un efecto positivo de ActRIIB-hFc sobre la liberacién de
reticulocitos inmaduros a partir de la médula 6sea. Este efecto se revirti6 después del reposo farmacoldgico de los
animales tratados (el dia 56 del estudio). Por consiguiente, se concluyé que ActRIIB-hFc estimula la eritropoyesis.

Ejemplo 7. ActRIIB-mFc fomenta aspectos de la eritropoyesis en ratones mediante la estimulacién de las actividades
eritropoyéticas esplénicas

En este estudio se analizaron los efectos de la administracién in vivo de ActRIIB(20-134)-mFc sobre la frecuencia de
progenitores hematopoyéticos en médula 6sea y bazo. A un grupo de ratones C57BL/6 se les inyecté PBS como
control y a un segundo grupo de ratones se les administraron dos dosis de ActRIIB-mFc a 10 mg/kg, y ambos grupos
se sacrificaron después de 8 dias. Se usé sangre periférica para realizar recuentos sanguineos completos y se
usaron fémures y bazos para realizar ensayos clonogénicos in vifro para evaluar el contenido de células
progenitoras linfoides, eritroides y mieloides en cada 6rgano. En el breve periodo de tiempo de este estudio, no se
observaron cambios significativos en los niveles de glébulos rojos, hemoglobina o glébulos blancos en ratones
tratados. En los fémures no hubo ninguna diferencia en los nimeros de células nucleadas o en el contenido de
progenitores entre los grupos de control y tratado. En los bazos, el grupo tratado con compuesto experimentd un
aumento estadisticamente significativo del nimero de colonias de progenitores eritroides maduros (CFU-E) por
placa, la frecuencia y el nimero de progenitores totales por bazo. Ademés, se observé un aumento del nimero de
progenitores mieloides (CFU-GM), eritroides inmaduros (BFU-E) y totales por bazo.

Animales:
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En este estudio se usaron dieciséis ratones C57BL/6 hembra de 6-8 semanas de edad. A ocho ratones se les
inyectdé por via subcutanea el compuesto de prueba ActRIIB-mFc los dias 1 y 3 a una dosis de 10 mg/kg y a ocho
ratones se les inyectd por via subcutédnea control de vehiculo, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), a un
volumen de 100 pl por ratén. Todos los ratones se sacrificaron 8 dias después de la primera inyecciéon segln las
pautas para el cuidado de animales relevantes. Se extrajeron muestras de sangre periférica (PB) de los animales
individuales mediante puncién cardiaca y se usaron para determinar los recuentos sanguineos completos con
diferencial (CBC/Dif). Se recogieron los fémures y bazos de cada ratén.

Pruebas realizadas:
Recuentos CBC/Dif

Se recogid PB de cada ratén a través de puncién cardiaca y se colocé en tubos Microtainer apropiados. Se enviaron
las muestras a CLV para su anélisis en un contador CellDyn 3500.

Ensayos clonogénicos

Se evaluaron progenitores clonogénicos de los linajes mieloide, eritroide y linfoide usando los sistemas de medio
basado en metilcelulosa in vitro descritos a continuacién.

Progenitores eritroides maduros:

Se cultivaron progenitores clonogénicos de los linajes eritroide maduro (CFU-E) en MetoCult™ 3334, un medio
basado en metilcelulosa que contenia eritropoyetina humana recombinante (rh) (3 U/ml).

Progenitores linfoides:

Se cultivaron progenitores clonogénicos del linaje linfoide (CFU-pre-B) en MetoCult® 3630, un medio basado en
metilcelulosa que contenia interleucina 7 rh (10 ng/ml).

Progenitores mieloides y eritroides inmaduros:

Se cultivaron progenitores clonogénicos de los linajes granulocitos-monocitos (CFU-GM), eritroide (BFU-E) vy
multipotencial (CFU-GEMM) en MetoCult™ 3434, un medio basado en metilcelulosa que contenia factor de células
madre murino recombinante (rm) (50 ng/ml), interleucina & rh (10 ng/ml), interleucina 3 rm (10 ng/ml) y eritropoyetina
rh (3 U/ml).

Métodos:

Se procesaron los fémures y bazos de ratén mediante protocolos convencionales. Brevemente, se obtuvo la médula
6sea lavando la cavidad femoral con medio de Dulbecco modificado por Iscove que contenia suero bovino fetal al
2 % (IMDM + FBS al 2 %) usando una aguja de calibre 21 y una jeringa de 1 cm®. Se obtuvieron células esplénicas
triturando los bazos a través de un filtro de 70 uM y enjuagando el filtro con IMDM + FBS al 2 %. Luego se realizaron
recuentos de células nucleadas en acido acético glacial al 3 % en las suspensiones de células individuales usando
una cdmara de recuento Neubauer, de modo que pudieron calcularse las células totales por 6rgano. Para eliminar
los glébulos rojos contaminantes, luego se diluyeron las células esplénicas totales con 3 veces el volumen de
tampdn de lisis de cloruro de amonio y se incubaron sobre hielo durante 10 minutos. Luego se lavaron las células y
se resuspendieron en IMDM + FBS al 2% y se realizé un segundo recuento de células para determinar la
concentracién celular de las células después de la lisis.

Se prepararon reservas de células y se afladieron a cada formulacién de medio basado en metilcelulosa para
obtener las concentraciones de siembra éptimas para cada tejido en cada formulacién de medio. Se sembraron
células de médula dsea a 1x10% células por placa en MetoCult™ 3334 para evaluar los progenitores eritroides
maduros, a 2x10° células por placa en MetoCult™ 3630 para evaluar los progenitores linfoides y a 3x10* células por
placa en MetoCult™ 3434 para evaluar los progenitores mieloides y eritroides inmaduros. Se sembraron células
esplénicas a 4x10% células por placa en MetoCult™ 3334 para evaluar los progenitores eritroides maduros, a
4x10% células por placa en MetoCult™ 3630 para evaluar los progenitores linfoides y a 2x10° células por placa en
MetoCult™ 3434 para evaluar los progenitores mieloides y eritroides inmaduros. Se incubaron los cultivos
sembrados en placas por triplicado a 37 °C, el 5% de CO,, hasta la enumeraciéon de colonias y se realizé la
evaluacién por parte de personal cualificado. Los progenitores eritroides maduros se cultivaron durante 2 dias, los
progenitores linfoides se cultivaron durante 7 dias y los progenitores mieloides y eritroides maduros se cultivaron
durante 12 dias.

Analisis:
Se calcul6 la media +/- 1 desviacién estandar para los cultivos por triplicado de los ensayos clonogénicos y para los
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grupos de control y tratamiento para todos los conjuntos de datos.
Se calculé la frecuencia de células formadoras de colonias (CFC) en cada tejido tal como sigue:

Células sembradas por placa

Media de CFC puntuadas por placa
Se calcularon las CFC totales por fémur o bazo tal como sigue:

CFC totales puntuadas x recuento de células nucleadas por fémur o bazo (tras la lisis de RBC)

Numero de células nucleadas cultivadas
Se realizaron pruebas de la t convencionales para evaluar si habia diferencias en el nimero medio de células o
progenitores hematopoyéticos entre los ratones de control de PBS y los ratones tratados con compuesto. Debido a
la posible subjetividad de la enumeracién de colonias, un valor de p de menos de 0,01 se considera significativo. Los

valores medios (+/- DE) para cada grupo se muestran en las tablas a continuacion.

Tabla: Pardmetros hematolégicos

Grupo de tratamiento | Glébulos blancos (x10%1) | Globulos rojos (x10%1) | Hemoglobina (gAL) | Hematocrito (I/1)
PBS (n=8) 9,53 +/- 1,44 10,5 +/- 1,1 160,9 +/- 13,3 0,552 +/- 0,057
ActRIIB-mFc (n=8) 9,77 +/-1,19 10,8 +/-0,3 162,1 +/- 4,1 0,567 +/- 0,019

Tabla: CFC de fémur y bazo

. CFC totales por CFC totales por CFU-E totales por CFU-E totales por
Grupo de tratamiento |, A
fémur bazo fémur bazo
PBS (n=8) 88 +/-10 54 +/-14 156 +/- 27 131 +/- 71
ActRIIB-mFc (n=8) 85 +/-9 79 +/-6* 164 +/- 23 436 +/- 86*

* el analisis preliminar indica p < 0,05

El tratamiento de ratones con ActRIIB(20-134)-mFc, en el breve periodo de tiempo de este estudio, no dio como
resultado aumentos significativos del contenido de glébulos rojos o hemoglobina. Sin embargo, el efecto sobre el
contenido de células progenitoras fue notable. En los fémures no hubo ninguna diferencia en los nimeros de células
nucleadas o el contenido de progenitores entre los grupos de control y tratado. En los bazos, el grupo tratado con
compuesto experimenté un aumento estadisticamente significativo del nimero de células nucleadas antes de la lisis
de glébulos rojos y del nUmero de colonias de progenitores eritroides maduros (CFU-E) por placa, la frecuencia y el
ndimero de progenitores totales por bazo. Ademas, se observé un aumento del nimero de progenitores mieloides
(CFU-GM), eritroides inmaduros (BFU-E) y totales por bazo. Por consiguiente, se espera que, a lo largo de un
periodo de tiempo mas prolongado, el tratamiento con ActRIIB(20-134)-mFc pueda dar como resultado un contenido
elevado de glébulos rojos y hemoglobina.

Ejemplo 8. Una trampa de GDF aumenta los niveles de gldébulos rojos in vivo

Se asignaron ratones C57BL/6NTac macho de doce semanas de edad a uno de dos grupos de tratamiento (N=10).
Los ratones se dosificaron o bien con vehiculo o bien con un polipéptido de ActRIIB variante (“trampa de GDF”)
[ActRIIB(L79D 20-134)-hFc] mediante inyeccién subcutédnea (s.c.) a 10 mg/kg dos veces por semana durante
4 semanas. Al terminar el estudio, se extrajo sangre completa mediante puncién cardiaca en tubos que contenian
EDTA y se analizé para determinar la distribucidén celular usando un analizador de hematologia HM2 (Abaxis, Inc.).

Designacion de grupos

Grupo N Ratones Inyeccién Dosis (mg/kg) | Via Frecuencia

1 10 | C57BL/6 PBS 0 < | Dos veces/
semana

2 10 | C57BL/6 | Trampa de GDF [ActRIIB(L79D 20-134)-hFc] 10 s.c. D;’:%gf;s’
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El tratamiento con la trampa de GDF no tuvo ningun efecto estadisticamente significativo sobre el nimero de
glébulos blancos (WBC) en comparacidén con los controles de vehiculo. Los numeros de glébulos rojos (RBC) se
aumentaron en el grupo tratado en relacién con los controles (véase la tabla a continuacién). Tanto el contenido de
hemoglobina (HGB) como el hematocrito (HCT) también se aumentaron debido a los glébulos rojos adicionales. La
anchura promedio de los glébulos rojos (RDWc) fue mayor en los animales tratados, lo que indica un aumento de la
agrupacién de glébulos rojos inmaduros. Por tanto, el tratamiento con la trampa de GDF conduce a aumentos de los
glébulos rojos, sin efectos distinguibles sobre las poblaciones de glébulos blancos.

Resultados de hematologia

RBC (10'2/1) HGB (g/dl) HCT (%) RDWe (%)
PBS 10,7 £ 0,1 14,8+ 0,6 448+0,4 17,0 £ 0,1
Trampa de GDF 12,4 £ 0,4* 17,0 £ 0,7* 48,8 + 1,8* 18,4 £ 0,2*

=p<0,05 =p<0,01

Ejemplo 9. Una trampa de GDF es superior a ActRIIB-Fc para aumentar los niveles de glébulos rojos in vivo

Se asignaron aleatoriamente ratones C57BL/6NTac macho de diecinueve semanas de edad a uno de tres grupos.
Los ratones se dosificaron con vehiculo (solucién salina tamponada con Tris, TBS, 10 mM), ActRIIB(20-134)-mFc de
tipo natural o trampa de GDF ActRIIB(L79D 20-134)-hFc mediante inyeccién subcutanea dos veces por semana
durante tres semanas. Se extrajo sangre mediante puncién cigomatica en el nivel inicial y después de tres semanas
de dosificacién y se analizé para determinar la distribucién celular usando un analizador de hematologia (HM2,
Abaxis, Inc.)

El tratamiento con ActRIIB-Fc o la trampa de GDF no tuvo ningln efecto significativo sobre los nimeros de glébulos
blancos (WBC) en comparacién con los controles de vehiculo. El recuento de glébulos rojos (RBC), el hematocrito
(HCT) y los niveles de hemoglobina estaban todos ellos elevados en los ratones tratados con trampa de GDF en
comparacién con los controles o el constructo de tipo natural (véase la tabla a continuacién). Por tanto, en una
comparacién directa, la trampa de GDF fomenta aumentos de los glébulos rojos hasta un grado significativamente
mayor que una proteina de ActRIIB-Fc de tipo natural. De hecho, en este experimento, la proteina de ActRIIB-Fc de
tipo natural no provocé ningan aumento estadisticamente significativo de los gldbulos rojos, lo que sugiere que seria
necesaria una dosificacién mas prolongada o més alta para revelar este efecto.

Resultados de hematologia después de tres semanas de dosificacién

RBC (10'%/ml) HCT (%) HGB (g/dl)

TBS 11,06 + 0,46 46,78+ 1,9 15,7+0,7

ActRIIB-mFc 11,64 + 0,09 49,03+0,3 16,5+1,5

Trampa de GDF 13,19 £ 0,2** 53,04 +0,8** 18,4 £ 0,3**
**=p<0,01

Ejemplo 10. Generacién de una trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado

Tal como se describe en el ejemplo 1, se gener6 una trampa de GDF denominada ActRIIB(L79D 20-134)-hFc
mediante fusién N-terminal del lider de TPA al dominio extracelular de ActRIIB (residuos 20-134 en SEQ ID NO: 1)
que contiene una sustitucién de leucina a aspartato (en el residuo 79 en SEQ ID NO: 1) y fusién C-terminal del
dominio Fc humano con ligador minimo (tres residuos de glicina) (figura 3). En la figura 4 se muestra una secuencia
de nucleétidos correspondiente a esta proteina de fusion.

Se generd una trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado, denominada ActRIIB(L79D 25-131)-
hFec, mediante fusién N-terminal del lider de TPA al dominio extracelular truncado (residuos 25-131 en SEQ ID NO:
1) que contiene una sustitucién de leucina a aspartato (en el residuo 79 en SEQ ID NO: 1) y fusién C-terminal del
dominio Fc humano con ligador minimo (tres residuos de glicina) (figura 5). En la figura 6 se muestra una secuencia
de nucleétidos correspondiente a esta proteina de fusion.

Ejemplo 11. Unién selectiva al ligando mediante trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB doblemente
truncado

Se evalud in vitro la afinidad de trampas de GDF y otras proteinas de ActRIIB-hFc por varios ligandos con un
instrumento Biacore™. Los resultados se resumen en la tabla a continuacién. Se obtuvieron valores de Kd mediante
ajuste de afinidad en estado estacionario debido a la muy rapida asociacién y disociacion del complejo, que previno

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3010483 T3

la determinacion precisa de kon Y Kot

Selectividad de ligando de las variantes de ActRIIB-hFc:

Constructo de fusién Activina A (Kd e-11) Activina B (Kd e-11) GDF11 (Kd e-11)
ActRIIB(L79 20-134)-hFc 1.6 1,2 3,6
ActRIIB(L79D 20-134)-hFc 1350,0 78,8 12,3
ActRIIB(L79 25-131)-hFc 1.8 1,2 3,1
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc 2290,0 62,1 7,4

La trampa de GDF con un dominio extracelular truncado, ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, igualé o super6 la selectividad
de ligando mostrada por la variante més larga, ActRIIB(L79D 20-134)-hFc, con una pérdida pronunciada de unién a
activina A y activina B y una conservacion practicamente completa de la unién a GDF11 en comparacién con los
homdélogos de ActRIIB-hFc que carecen de sustitucion L79D. Obsérvese que el truncamiento solo (sin sustitucion
L79D) no alter6 la selectividad entre los ligandos mostrados en este caso [comparese ActRIIB(L79 25-131)-hFc con
ActRIIB(L79 20-134)-hFc].

Ejemplo 12. Generacién de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc con secuencias de nucleétidos alternativas

Para generar ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, se fusion6 de manera N-terminal el dominio extracelular de ActRIIB
humano con una sustitucién aspartato en la posicién 79 nativa (SEQ ID NO: 1) y con truncamientos N-terminales y
C-terminales (residuos 25-131 en SEQ ID NO: 1) con una secuencia lider de TPA en lugar del lider de ActRIIB nativo
y de manera C-terminal con un dominio Fc humano mediante un ligador minimo (tres residuos de glicina) (figura 5).
En la figura 6 se muestra una secuencia de nucleétidos que codifica para esta proteina de fusion (SEQ ID NO: 27), y
en la figura 9 se muestra una secuencia de nucleétidos alternativa que codifica exactamente para la misma proteina
de fusion (SEQ ID NO: 30). Se expresoé y purificd esta proteina usando la metodologia descrita en el ejemplo 1.

Ejemplo 13. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado aumenta la proliferacién de
progenitores eritroides en ratones

Se evalué ActRIIB(L79D 25-131)-hFc para determinar su efecto sobre la proliferacién de progenitores eritroides. Se
trataron ratones C57BL/6 macho (8 semanas de edad) con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, s.c.; h = 6) o
vehiculo (TBS; n = 6) los dias 1 y 4, luego se sacrificaron el dia 8 para la recogida de bazos, tibias, fémures y
sangre. Se aislaron las células del bazo y de la médula ésea, se diluyeron en medio de Dulbecco modificado por
Iscove que contenia suero bovino fetal al 5 %, se suspendieron en medio basado en metilcelulosa especializado, y
se cultivaron durante 2 6 12 dias para evaluar los niveles de progenitores clonogénicos en las fases de unidad
formadora de colonias eritroides (CFU-E) y unidad formadora de brotes eritroides (BFU-E), respectivamente. El
medio basado en metilcelulosa para la determinacién de BFU-E (MetoCult M3434, Stem Cell Technologies) incluia
factor de células madre murino recombinante, interleucina 3 e interleucina 6, que no estaban presentes en el medio
de metilcelulosa para la determinacién de CFU-E (MetoCult M3334, Stem Cell Technologies), mientras que ambos
medios contenian eritropoyetina, entre otros constituyentes. Tanto para BFU-E como para CFU-E, se determiné el
namero de colonias en placas de cultivo por duplicado derivadas cada muestra tisular, y el analisis estadistico de los
resultados se basé en el nimero de ratones por grupo de tratamiento.

Los cultivos derivados de bazo de los ratones tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc tenian el doble de colonias de
CFU-E que los cultivos correspondientes de los ratones de control (P < 0,05), mientras que el nimero de colonias de
BFU-E no difirié significativamente con el tratamiento in vivo. El nimero de colonias de CFU-E o BFU-E de los
cultivos de médula 6sea tampoco difirié significativamente con el tratamiento. Tal como se esperaba, numeros
aumentados de colonias de CFU-E en los cultivos derivados de bazo estuvieron acompafiados por cambios
altamente significativos (P < 0,001) en el nivel de glébulos rojos (aumento del 11,6 %), la concentracién de
hemoglobina (aumento del 12 %) y el nivel de hematocrito (aumento del 11,6 %) en el momento de sacrificio en
ratones tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc en comparacidén con los controles. Estos resultados indican que la
administracién in vivo de una trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado puede estimular la
proliferacion de progenitores eritroides como parte de su efecto global para aumentar los niveles de glébulos rojos.

Ejemplo 14. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado compensa la anemia inducida por
guimioterapia en ratones

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los parametros eritropoyéticos en un
modelo de ratén de anemia inducida por quimioterapia basado en paclitaxel, que inhibe la divisién celular
bloqueando la polimerizacién de microtibulos. Se asignaron ratones C57BL/6 macho (8 semanas de edad) a uno de
cuatro tratamientos:
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1) paclitaxel (25 mg/kg, i.p.)

2) ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, i.p.)
3) paclitaxel + ActRIIB(L79D 25-131)-hFc

4) vehiculo (TBS).

Se administré paclitaxel el dia 0, mientras que se administré ActRIIB(L79D 25-131)-hFc o vehiculo los dias 0 y 3. Se
extrajeron muestras de sangre para el analisis de CBC de cohortes independientes los dias 1, 3y 5, y se expresaron
los resultados para los grupos de tratamiento 1-3 (anteriores) como diferencia en porcentaje con respecto al vehiculo
en un punto de tiempo dado. La atricién debida a la toxicidad del paclitaxel fue un problema en la cohorte de sélo
paclitaxel el dia 3 (donde n = 1); por lo demas, n = 3-5 por tratamiento por punto de tiempo. En comparacién con el
vehiculo, paclitaxel solo disminuyé la concentracidén de hemoglobina practicamente en un 13 % el dia 5, mientras
que la adicién de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc previno esta disminucién inducida por paclitaxel (figura 11). Se
observaron efectos similares para los niveles de hematocrito y RBC. En ausencia de paclitaxel, ActRIIB(L79D 25-
131)-hFc aumenté la concentracidén de hemoglobina en un 10 % en comparacién con el vehiculo los dias 3y 5
(figura 11). Por tanto, una trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado puede aumentar
suficientemente los niveles de gldbulos rojos como para compensar la anemia inducida por quimioterapia.

Ejemplo 15. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado revierte la anemia inducida por
nefrectomia en ratones

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre la anemia en un modelo de ratdn
sometido a nefrectomia de enfermedad renal crénica. Se sometieron ratones C57BL/6 macho (11 semanas de edad)
o bien a una operacién simulada o bien a una nefrectomia unilateral para reducir la capacidad de produccién de
eritropoyetina. Se dejé a los ratones una semana para la recuperacidén posquirirgica y luego se trataron dos veces a
la semana con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, i.p.; n = 15 por condiciéon) o vehiculo (TBS; n = 15 por
condicién) durante un total de 4 semanas. Se extrajeron muestras de sangre antes del inicio de la dosificacidén y
después de 4 semanas de tratamiento. Mientras que los ratones sometidos a nefrectomia tratados con vehiculo
mostraron una disminucién significativa del nimero de glébulos rojos a lo largo del periodo de tratamiento de
4 semanas, el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc no sélo previno la disminucién, sino que aumenté los
niveles de glébulos rojos un 17 % (P < 0,001) por encima del nivel inicial (figura 12), a pesar de la capacidad renal
reducida para la produccién de eritropoyetina. En ratones sometidos a nefrectomia, ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
también gener6 aumentos significativos con respecto al nivel inicial en la concentracién de hemoglobina y el nivel de
hematocrito y, notablemente, estimulé cada uno de estos parametros eritropoyéticos hasta aproximadamente el
mismo grado en condiciones de nefrectomia que en condiciones de operacidén simulada (figura 13). Por tanto, una
trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado puede aumentar suficientemente los niveles de
glébulos rojos como para revertir la anemia en un modelo de enfermedad renal crénica.

Ejemplo 16. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado mejora la recuperacién de la
anemia inducida por pérdida de sangre en ratas

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los parametros eritropoyéticos en un
modelo de rata de anemia inducida por pérdida de sangre aguda (anemia poshemorragica aguda). Ratas Sprague-
Dawley macho (de aproximadamente 300 g) recibieron un catéter yugular crénico del proveedor (Harlan). El dia -1,
se extrajo el 20 % del volumen de sangre total de cada rata a lo largo de un periodo de 5 minutos a través del catéter
bajo anestesia de isoflurano. El volumen de sangre extraida se basé en un valor para el volumen de sangre total
calculado segun la siguiente relacién derivada por Lee et al. (J Nucl Med 25:72-76, 1985) para ratas con un peso
corporal superior a 120 g:

Volumen de sangre total (ml) = 0,062 x peso corporal (g) + 0,0012

Se reemplazé un mismo volumen de solucién salina tamponada con fosfato a través del catéter en el momento de la
extraccion de sangre. Se trataron las ratas con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, s.c.; n = 5) o vehiculo (TBS;
n =5)los dias 0 y 3. Se extrajeron muestras de sangre para el analisis de CBC a través del catéter los dias -1 (nivel
inicial), 0, 2, 4y 6.

Las ratas de control respondieron a una pérdida de sangre del 20 % con una disminucién de practicamente el 15 %
en los niveles de glébulos rojos el dia 0. Estos niveles permanecieron significativamente inferiores al nivel inicial los
dias 2 y 4, y no se habian recuperado totalmente el dia 6 (figura 14). Aunque las ratas tratadas con ActRIIB(L79D
25-131)-hFc mostraron una disminucidén practicamente idéntica en los niveles de glébulos rojos después de una
pérdida de sangre del 20 %, estas ratas mostraron luego una completa recuperacion en tales niveles el dia 2,
seguido de una elevacion adicional los dias 4 y 6, lo que representa una mejora altamente significativa con respecto
a los niveles de control en los puntos de tiempo correspondientes (figura 14). Se obtuvieron resultados similares
para la concentracién de hemoglobina. Estos hallazgos demuestran que una trampa de GDF con dominio
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extracelular de ActRIIB truncado puede producir una recuperacién més rapida de los niveles de glébulos rojos de la
anemia provocada por hemorragia aguda.

Ejemplo 17. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado aumenta los niveles de glébulos
rojos en primates no humanos

Se evaluaron dos trampas de GDF, ActRIIB(L79D 20-134)-hFc y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, para determinar su
capacidad para estimular la produccién de glébulos rojos en macaco cangrejero. Se trataron los macacos por via
subcutanea con trampa de GDF (10 mg/kg; n = 4 machos/4 hembras) o vehiculo (n = 2 machos/2 hembras) los dias
1y 8. Se extrajeron muestras de sangre los dias 1 (nivel inicial de pretratamiento), 3, 8, 15, 29 y 44, y se analizaron
para determinar los niveles de glébulos rojos (figura 15), el hematocrito (figura 16), los niveles de hemoglobina
(figura 17) y los niveles de reticulocitos (figura 18). Los macacos tratados con vehiculo mostraron niveles
disminuidos de glébulos rojos, hematocrito y hemoglobina en todos los puntos de tiempo posteriores al tratamiento,
un efecto esperado del muestreo repetido de sangre. En cambio, el tratamiento con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc o
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc aumenté estos parametros en el primer punto de tiempo posterior al tratamiento (dia 3) y
los mantuvo en niveles sustancialmente elevados durante la duraciéon del estudio (figuras 15-17). De manera
importante, los niveles de reticulocitos en macacos tratados con ActRIIB(L79D 20-134)-hFc o ActRIIB(L79D 25-131)-
hFc se aumentaron sustancialmente los dias 8, 15 y 29 en comparacién con el vehiculo (figura 18). Este resultado
demuestra que el tratamiento con trampa de GDF aumenté la produccién de precursores de gldbulos rojos, dando
como resultado niveles elevados de glébulos rojos.

En conjunto, estos datos demuestran que las trampas de GDF truncadas, asi como las variantes de longitud
completa, pueden usarse como antagonistas selectivos de GDF11 y ligandos posiblemente relacionados para
aumentar la formacién de gldbulos rojos in vivo.

Ejemplo 18. Trampa de GDF derivada de ActRIIB5

Otros han notificado una forma soluble alternativa de ActRIIB (designada como ActRIIBS), en la que el exdn 4, que
incluye el dominio transmembrana de ActRIIB, se ha reemplazado por una secuencia C-terminal diferente
(documento WO2007/053775).

La secuencia de ActRIIB5 humano nativo sin su lider es tal como sigue:
GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWLDDFNCYDRQECVATEENPOVY FCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDQGSGALWLCLEGPAHE
(SEQ ID NO: 36)

Pueden realizarse una sustituciéon de leucina a aspartato, u otras sustituciones é&cidas, en la posicién 79 nativa
(subrayada y resaltada) tal como se describe para construir la variante ActRIIB5S(L79D), que tiene la siguiente
secuencia:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWEDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDOGSGALWLCLEGPAHE

(SEQ ID NO: 37)

Esta variante puede conectarse a Fc humano con un ligador TGGG para generar una proteina de fusion
ActRIIB5(L79D) humano-hFc con la siguiente secuencia:

GRGEAETRECIYYNANWELERTNOQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEGPWAST
TIPSGGPEATAAAGDQGSGATWLCLEGPAHETGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLY
SKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQOKSTLSLSPGK (SEQ ID NO: 38)
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Este constructo puede expresarse en células CHO.

Ejemplo 19. Efectos en ratones del tratamiento combinado con EPO vy una trampa de GDF con un dominio
extracelular de ActRIIB truncado

La EPO induce la formacién de glébulos rojos aumentando la proliferacién de precursores eritroides, mientras que
las trampas de GDF posiblemente podrian afectar a la formacién de glébulos rojos de maneras que complementen o
potencien los efectos de la EPO. Por tanto, los solicitantes investigaron el efecto del tratamiento combinado con
EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los parametros eritropoyéticos. A ratones C57BL/6 macho (9 semanas de
edad) se les administr6 una Unica inyeccién ip. de EPO humana recombinante sola (epoetina alfa,
1800 unidades/kg), ActRIIB(L79D 25-131)-hFc solo (10 mg/kg), tanto EPO como ActRIIB(L79D 25-131)-hFc, o
vehiculo (solucidén salina tamponada con Tris). Se sacrificaron los ratones 72 h después de la dosificacién para la
recogida de sangre, bazos y fémures.

Se procesaron los bazos y fémures para obtener células precursoras eritroides para el analisis por citometria de
flujo. Después de la retirada, se tritur6 el bazo en medio de Dulbecco modificado por Iscove que contenia suero
bovino fetal al 5 % y se disocié mecanicamente empujandolo a través de un filtro celular de 70 um con el émbolo de
una jeringa estéril de 1 ml. Se limpiaron lo fémures de cualquier tejido conjuntivo o musculo residual y se recortaron
los extremos para permitir la recogida de médula lavando la diafisis restante con medio de Dulbecco modificado por
Iscove que contenia suero bovino fetal al 5 % a través de una aguja de calibre 21 conectada a una jeringa de 3 ml.
Se centrifugaron las suspensiones celulares (2000 rpm durante 10 min) y se resuspendieron los sedimentos
celulares en PBS que contenia suero bovino fetal al 5%. Se incubaron las células (10°) de cada tejido con
anticuerpo anti-lgG de ratdn para bloquear la unién inespecifica, luego se incubaron con anticuerpos marcados de
manera fluorescente contra los marcadores de superficie celular de ratén CD71 (receptor de transferrina) y Ter119
(un antigeno asociado con la glicoforina A de superficie celular), se lavaron, y se analizaron mediante citometria de
flujo. Se excluyeron del analisis las células muertas en las muestras mediante contratincién con yoduro de propidio.
Se evalué la diferenciacion eritroide en bazo o médula ésea mediante el grado de marcaje de CD71, que disminuye
a lo largo del transcurso de la diferenciacién, y marcaje de Ter119, que aumenta durante la diferenciacién eritroide
terminal que comienza con la fase de proeritroblasto (Socolovsky et al., 2001, Blood 98:3261-3273; Ying et al., 2006,
Blood 108:123-133). Por tanto, se usé citometria de flujo para determinar el numero de proeritroblastos
(CD713%Ter119%3°)  eritroblastos baséfilos (CD712%°Ter1192%)  eritroblastos policromatéfilos + ortocromatofilos
(CD71me4Ter1193%) y eritroblastos ortocromatéfilos tardios + reticulocitos (CD71°%°Ter1192%), tal como se describe.

El tratamiento combinado con EPO y ActRIIB(L79D 25-131)-hFc condujo a un aumento sorprendentemente vigoroso
de los glébulos rojos. En el periodo de tiempo de 72 h de este experimento, ni EPO ni ActRIIB(L79D 25-131)-hFc
solos aumentaron significativamente el hematocrito en comparacién con el vehiculo, mientras que el tratamiento
combinado con los dos agentes condujo a un aumento de practicamente el 25 % en el hematocrito que fue
inesperadamente sinérgico, es decir, mayor que la suma de sus efectos independientes (figura 19). En general, se
considera que una sinergia de este tipo es una evidencia de que los agentes individuales estan actuando a través de
mecanismos celulares diferentes. También se observaron resultados similares para las concentraciones de
hemoglobina (figura 20) y las concentraciones de gldbulos rojos (figura 21), cada una de las cuales también aumentd
de manera sinérgica mediante el tratamiento combinado.

El analisis de los niveles de precursores eritroides revel6é un patron mas complejo. En el ratén, se considera que el
bazo es el principal érgano responsable de la eritropoyesis inducible (“estrés”). El analisis por citometria de flujo del
tejido esplénico a las 72 h reveld que la EPO alteré considerablemente el perfil de precursores eritropoyéticos en
comparacion con el vehiculo, aumentando el nimero de eritroblastos baséfilos en mas del 170 % a expensas de los
precursores tardios (eritroblastos ortocromatéfilos tardios + reticulocitos), que disminuyeron en mas de un tercio
(figura 22). De manera importante, el tratamiento combinado aumenté significativamente los eritroblastos baséfilos
en comparacién con el vehiculo, pero en menor medida que la EPO sola, mientras que respaldaba una maduracién
no disminuida de precursores en etapa tardia (figura 22). Por tanto, el tratamiento combinado con EPO vy
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc aumenté la eritropoyesis a través de una potenciacion equilibrada de proliferacién y
maduracion de precursores. A diferencia del bazo, el perfil de células precursoras en médula 6sea después del
tratamiento combinado no difirié apreciablemente del de después de EPO sola. A partir del perfil de precursores
esplénicos, los solicitantes predicen que el tratamiento combinado conduciria a niveles aumentados de reticulocitos
y estaria acompafiado de una elevacion sostenida de los niveles de glébulos rojos maduros, si el experimento se
extendiese mas alla de las 72 h.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado
puede administrarse en combinacién con EPO para aumentar sinérgicamente la formacién de glébulos rojos in vivo.
Actuando a través de un mecanismo complementario pero indefinido, una trampa de GDF puede moderar el fuerte
efecto proliferativo de un activador del receptor de EPO solo y todavia permitir que se logran niveles diana de
glébulos rojos con menores dosis de un activador del receptor de EPO, evitando de ese modo los posibles efectos
adversos u otros problemas asociados con mayores niveles de activacion del receptor de EPO.
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Ejemplo 20. Una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado aumenta los niveles de RBC en
un modelo de ratén de sindrome mielodisplasico

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son diversos trastornos de insuficiencia de médula ésea caracterizados
clinicamente por citopenia periférica, anemia resistente y riesgo de progresién a leucemia mieloide aguda. La
transfusién de RBC es una terapia de mantenimiento clave en el SMD para aliviar la fatiga, mejorar la calidad de
vida y prolongar la supervivencia; sin embargo, las transfusiones regulares normalmente dan como resultado
hemocromatosis en estos pacientes, con efectos adversos sobre la morbimortalidad que pueden conducir al uso de
remedios tales como terapia de quelacién de hierro (Dreyfus, 2008, Blood Rev 22 supl. 2:529-34; Jabbour et al.,
2009, Oncologist 14:489-496). Aunque la eritropoyetina (EPO) recombinante y sus derivados son un enfoque
terapéutico alternativo en un pequefio porcentaje de pacientes con SMD (Estey, 2003, Curr Opin Hematol 10:60-67),
estudios recientes sugieren que esta clase de agentes esta asociada con un riesgo aumentado de morbimortalidad a
algunas dosis debido a acontecimientos tromboembélicos y crecimiento tumoral (Krapf et al., 2009, Clin J Am Soc
Nephrol 4:470-480; Glaspy, 2009, Annu Rev Med 60:181-192). Por tanto, existe la necesidad de una terapia contra
SMD alternativa que aumente los niveles de RBC sin la hemocromatosis que acompafia a las transfusiones
prolongadas o los riesgos inherentes en la EPO exdgena y sus derivados.

Por tanto, los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-hFc sobre los niveles de RBC en un
modelo de ratén transgénico que recapitula las caracteristicas clave del SMD, incluyendo la transformacién en
leucemia aguda (Lin et al., 2005, Blood 106:287-295; Beachy et al., 2010, Hematol Oncol Clin North Am 24:361-
375). Comenzando a los tres meses de edad, se trataron ratones NUP98-HOXD13 macho y hembra dos veces a la
semana con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (10 mg/kg, s.c.) o vehiculo (TBS). Se dosificaron compafieros de camada de
tipo natural con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc o vehiculo y sirvieron como controles. Se extrajeron muestras de sangre
antes del inicio de la dosificacidén y a intervalos mensuales después de eso para realizar mediciones de CBC.

Se observaron varias diferencias en el nivel inicial entre ratones NUP98-HOXD 13 y controles de tipo natural.
Especificamente, los ratones NUP98-HOXD13 macho mostraron concentraciones de RBC significativamente
disminuidas (-8,8 %, p < 0,05) y hematocrito (-8,4 %, p < 0,05) en comparacién con ratones de tipo natural, y los
ratones NUP98-HOXD13 hembra mostraron tendencias similares. En la siguiente tabla se muestran los resultados
después de tres meses de dosificaciéon (media £ DE).

Conc. de RBC Conc. de hemoglobina A
Ratones NUP98-HOXD13 (102 células/l) (g/dl) Hematocrito (%)
Mach Vehiculo (n = 6) 6,56 = 0,51 10,68 £ 0,68 31,83+2,13
acho
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (n = 8) | 8,65 + 0,54 *** 13,54 £ 0,91 ™ 39,20 £ 2,82 ***
Hermb Vehiculo (n = 5) 6,38 £ 1,61 10,30 £ 2,58 31,96 + 8,73
embra
ActRIIB(L79D 25-131)-hFc (n =6) |8,52+ 0,70 * 13,52+ 0,56 * 4223+253 ¢
***p < 0,001 frente a macho + vehiculo
*p < 0,05 frente a hembra + vehiculo
T p = 0,056 frente a hembra + vehiculo

En comparacion con el vehiculo, el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-hFc durante tres meses aumentd
significativamente las concentraciones de RBC y las concentraciones de hemoglobina (en aproximadamente un
30 %) en ratones NUP98-HOXD13 tanto macho como hembra. El hematocrito también aumentd significativamente
en estos ratones macho y aumenté con una tendencia hacia significacién en los ratones hembra. Por tanto, una
trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado puede aumentar significativamente los niveles de RBC
en un modelo murino de SMD. Mientras que las transfusiones son inherentemente una fuente de hierro exégeno,
una trampa de GDF aumenta los niveles de RBC fomentando el uso de las reservas de hierro endégeno mediante
eritropoyesis, evitando de ese modo la hemocromatosis y sus consecuencias negativas. Ademas, tal como se
observa en el ejemplo 19, una trampa de GDF actla a través de un mecanismo celular diferente (aunque
complementario) que el usado por los activadores del receptor de EPO para estimular la eritropoyesis, y evita de ese
modo los posibles efectos adversos asociados con la activacién del receptor de EPO.

Ejemplo 21. Efecto de una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado sobre los niveles de
RBC vy la morfologia en un modelo de ratén de (-talasemia

En sindromes de talasemia, que representan las causas mas comunes de eritropoyesis ineficaz, los desequilibrios
en la expresidén de cadenas de a-globina y B-globina dan como resultado anemia debido a una apoptosis aumentada
durante la maduracién de eritroblastos. La transfusién de RBC es actualmente una terapia de mantenimiento clave
en la talasemia, pero a lo largo del tiempo posiblemente provoca una acumulacidén de hierro mortal en determinados
tejidos (Tanno et al, 2010, Adv Hematol 2010:358283). Por ejemplo, la enfermedad cardiaca asociada con
hemocromatosis puede representar el 50 % de la mortalidad en pacientes con talasemia mayor (Borgna-Pignatti et
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al., 2005, Ann NY Acad Sci 1054:40-47). De manera importante, los niveles de EPO endégena son normalmente
elevados y contribuyen a la etiologia de la enfermedad en los sindromes de talasemia, asi como en otros trastornos
de eritropoyesis ineficaz; por tanto, el uso terapéutico de EPO recombinante puede ser inapropiado. Por tanto, existe
la necesidad de terapias alternativas para la talasemia y otros trastornos de eritropoyesis ineficaz que aumenten los
niveles de RBC sin la hemocromatosis que acompafia a las transfusiones prolongadas.

Los solicitantes investigaron el efecto de ActRIIB(L79D 25-131)-mFc sobre la formacién de RBC en un modelo de
raton de [-talasemia intermedia en el que se ha delecionado toda la regién codificante del gen codificante de -
globina principal. Los ratones homocigéticos para este alelo Hbb™' muestran una anemia microcitica hipocromica
con cuerpos de inclusién en una alta proporcién de RBC circulantes (Skow et al., 1983, Cell 1043:1043-1052). En un
experimento preliminar, se asignaron aleatoriamente ratones P-talasémicos Hbb” (C57BL/6J-Hbb 1)) a los
2-5 meses de edad para recibir ActRIIB(L79D 25-131)-mFc (10 mg/kg) o vehiculo (solucién salina tamponada con
Tris) mediante inyeccién subcutanea dos veces a la semana. Compafieros de camada de tipo natural a los que se
les dosificd vehiculo sirvieron como controles adicionales. Se extrajeron muestras de sangre (100 pl) mediante
puncién cigomética antes del inicio de la dosificacién y a intervalos regulares después de eso para el anélisis de
CBC. La caracterizacidén de los pardmetros hematolégicos en el nivel inicial confirmé que los ratones p-talasémicos
Hbb'- eran gravemente anémicos (figura 23), y el tratamiento de ratones Hbb” con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc
durante 4 semanas aument6 considerablemente el niimero de RBC en comparacién con los ratones Hbb” tratados
con vehiculo, reduciendo de ese modo la anemia observada en este modelo a la mitad (figura 24). También se
observaron aumentos asociados al tratamiento del hematocrito y la concentracion de hemoglobina. De manera
importante, el tratamiento de ratones Hbb” con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc también dio como resultado una
morfologia de RBC mejorada y una hemdlisis y un residuo eritrocitico reducidos en comparacién con los ratones
Hbb” tratados con vehiculo (figura 25), indicando asi una mejora fundamental en la eritropoyesis. Por tanto, un
polipéptido trampa de GDF con dominio extracelular de ActRIIB truncado puede proporcionar un beneficio
terapéutico para la anemia en un modelo murino de p-talasemia aumentando tanto el nimero como la morfologia de
RBC. Al fomentar la maduracién de eritroblastos mientras se reduce la anemia, los polipéptidos trampa de GDF
pueden tratar la eritropoyesis ineficaz. A diferencia de las transfusiones, que son inherentemente una fuente de
hierro exégeno, un polipéptido trampa de GDF puede aumentar los niveles de RBC fomentando el uso de las
reservas de hierro endégeno mediante eritropoyesis, evitando de ese modo la hemocromatosis y sus consecuencias
negativas.

Ejemplo 22. Efecto de una trampa de GDF con un dominio extracelular de ActRIIB truncado sobre los niveles de
EPO, la esplenomegalia, la densidad ésea y la hemocromatosis en un modelo de ratén de B-talasemia

La hipoxia asociada con la eritropoyesis ineficaz provoca niveles elevados de EPO que pueden impulsar una
expansién masiva de eritroblastos tanto dentro como fuera de la médula ésea, conduciendo a esplenomegalia
(agrandamiento del bazo), patologia ésea inducida por eritroblastos y hemocromatosis tisular, incluso en ausencia
de transfusiones de RBC terapéuticas. La hemocromatosis sin tratar conduce a deposicién de hierro tisular,
disfuncién multiorganica y mortalidad prematura (Borgna-Pignatti et al., 2005, Ann NY Acad Sci 1054:40-47; Borgna-
Pignatti et al., 2011, Expert Rev Hematol 4:353-366), lo méas frecuentemente debido a miocardiopatia en formas
graves de talasemia (Lekawanvijit et al., 2009, Can J Cardiol 25:213-218). Al aumentar la eficacia eritropoyética, un
polipéptido trampa de GDF puede aliviar no sélo la anemia subyacente y los niveles elevados de EPO, sino también
las complicaciones asociadas de esplenomegalia, patologia 6sea y hemocromatosis.

Los solicitantes investigaron los efectos de un polipéptido trampa de GDF sobre estos parametros en el mismo
modelo de ratdbn de p-talasemia intermedia estudiado en el ejemplo 21. Se asignaron aleatoriamente
ratones B-talasémicos Hbb” (C57BL/6J-Hbb¥#/J) a los 3 meses de edad para recibir ActRIIB(L79D 25-131)-mFc
(1 mg/kg, n = 7) o vehiculo (solucién salina tamponada con Tris, n = 7) mediante inyeccién subcutédnea dos veces a
la semana durante 2 meses. Compafieros de camada de tipo natural a los que se les dosificd vehiculo (n = 13)
sirvieron como controles adicionales. Se extrajeron muestras de sangre (100 pl) en el momento de terminacién del
estudio para el analisis de CBC. Al terminar el estudio, se determiné la densidad mineral ésea mediante
absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA), se determinaron los niveles de EPO sérica mediante ELISA, se
cuantificaron las especies reactivas del oxigeno (ROS) con diacetato de 2',7’-diclorodihidrofluoresceina y citometria
de flujo (Suragani et al., 2012, Blood 119:5276-5284), y se determinaron los niveles de ARNm de hepcidina
mediante reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa.

Este polipéptido trampa de GDF ejercié multiples efectos hematolégicos compatibles con el alivio de la eritropoyesis
ineficaz. El tratamiento de ratones Hbb™ con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses aumenté los recuentos de
RBC en un 25 % en comparacién con los ratones Hbb” a los que se les dosificé vehiculo (figura 26). En ratones
Hbb”, el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc también aumentd significativamente la concentracién de
hemoglobina y el hematocrito a los 2 meses en comparaciéon con los controles de vehiculo. Estos cambios
estuvieron acompafiados de niveles reducidos de reticulocitos circulantes (31,3 + 2,3 % frente a 44,8 + 5,0 % para
ratones Hbb~ tratados con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc o vehiculo, respectivamente), que es compatible con el alivio
de la anemia. Al igual que en el ejemplo 21, el tratamiento de ratones Hbb” con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc dio
como resultado una morfologia de RBC mejorada y un residuo eritrocitico reducido en comparacién con los ratones
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Hbb” a los que se les dosificé vehiculo. En comparacién con los individuos sanos, los pacientes con talasemia
muestran una tasa aumentada de destruccién de RBC y niveles elevados de bilirrubina sérica, que es un producto
de catabolismo de hemo y marcador de hemodlisis (Orten, 1971, Ann Clin Lab Sci 1:113-124). En ratones Hbb™, el
tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo los niveles de bilirrubina sérica a los 2 meses a préacticamente la
mitad en comparacién con el vehiculo (figura 27), proporcionando de ese modo evidencias de que ActRIIB(L79D 25-
131)-mFc puede mejorar inesperadamente la integridad estructural/funcional de los RBC maduros ya que fomenta la
formacién de RBC. De manera importante, el tratamiento de ratones Hbb” con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc redujo los
niveles de EPO sérica a los 2 meses en mas de un 60 % en comparacioén con el vehiculo en el mismo modelo (figura
28). Puesto que los niveles elevados de EPO son un sello distintivo de la eritropoyesis ineficaz en p-talasemia, la
reduccién de tales niveles en este caso es una fuerte evidencia de que ActRIIB(L79D 25-131)-mFc alivia la propia
eritropoyesis ineficaz, no sélo la anemia que la provoca, en este modelo murino de talasemia.

Este polipéptido trampa de GDF también produjo cambios beneficiosos en los criterios de valoracién que
representan las principales complicaciones de la eritropoyesis ineficaz. En pacientes con talasemia, tanto la
esplenomegalia como el deterioro 6seo estdn provocados por eritropoyesis extramedular e hiperplasia eritroide
estimulada por EPO. En ratones Hbb”, el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses redujo
significativamente el peso del bazo en comparacién con el vehiculo (figura 29) y restableci6 completamente la
densidad mineral 6sea a los valores de tipo natural (figura 30). La homeostasis de hierro también se mejoré
significativamente mediante el tratamiento con este polipéptido trampa de GDF. El hierro sérico consiste tanto en
hierro no unido (libre) como en hierro unido a apotransferrina (que forma transferrina), una proteina especializada
para transportar hierro elemental en la circulaciéon. El hierro sérico constituye un componente relativamente pequefio
y labil de hierro corporal total, mientras que los niveles séricos de ferritina, otra forma de almacenamiento de hierro
hallada principalmente de manera intracelular, representan un componente mas grande y menos labil. Una tercera
medida de la carga de hierro es la saturacién de transferrina, el grado al que se ocupa la capacidad de unién a hierro
de la transferrina. En ratones Hbb”, el tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc durante 2 meses redujo
significativamente cada uno de estos indicadores de hemocromatosis en comparacién con el vehiculo (figura 31).
Ademas de estos efectos sobre estos diversos parametros de homeostasis de hierro, ActRIIB(L79D 25-131)-mFc
normalizé la hemocromatosis tisular en ratones Hbb” tal como se determina mediante analisis histoquimico en bazo,
higado y rifion (figura 32). Ademas, este polipéptido trampa de GDF ejerci6 un efecto beneficioso sobre la expresion
de hepcidina, una proteina hepatica considerada como regulador maestro de la homeostasis de hierro (Gantz, 2011,
Blood 117:4425-4433), cuyos niveles varian inversamente con la asimilacién de hierro alimentario. El tratamiento
con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc revirtio la expresién anémalamente baja de hepcidina en el higado de ratones Hbb”
(figura 33). Finalmente, se realiz6 otro estudio con disefio similar para determinar el efecto de esta trampa de GDF
sobre las especies reactivas del oxigeno (ROS), que se piensa que median muchos de los efectos tdxicos de la
hemocromatosis (Rund et al,, 2005, N Engl J Med 353:1135-1146). En ratones Hbb” de 3 meses de edad, el
tratamiento con ActRIIB(L79D 25-131)-mFc a 1 mg/kg dos veces a la semana durante 2 meses normalizd
practicamente los niveles de ROS (figura 34) y, por tanto, se prediria que reduce en gran medida el dafio tisular
mediado por ROS en talasemia y otras enfermedades caracterizadas por eritropoyesis ineficaz.

En conjunto, los hallazgos anteriores demuestran que los polipéptidos trampa de GDF pueden tratar la eritropoyesis
ineficaz, incluyendo la anemia y los niveles elevados de EPO, asi como complicaciones tales como esplenomegalia,
patologia 6sea inducida por eritroblastos y hemocromatosis, y sus patologias acompafiantes. Con esplenomegalia,
tales patologias incluyen dolor toracico o abdominal e hiperplasia reticuloendotelial. La hematopoyesis extramedular
puede producirse no s6lo en el bazo, sino posiblemente en otros tejidos en forma de pseudotumores
hematopoyéticos extramedulares (Musallam et al., 2012, Cold Spring Harb Perspect Med 2:a013482). Con patologia
6sea inducida por eritroblastos, las patologias acompafiantes incluyen densidad mineral 6sea baja, osteoporosis, y
dolor éseo (Haidar et al., 2011, Bone 48:425-432). Con hemocromatosis, las patologias acompafiantes incluyen
supresién de hepcidina e hiperabsorcién de hierro alimentario (Musallam et a/., 2012, Blood Rev 26 (supl. 1):S16-
$19), multiples endocrinopatias y fibrosis/cirrosis hepética (Galanello et al., 2010, Orphanet J Rare Dis 5:11), y
miocardiopatia por hemocromatosis (Lekawanvijit et a/,, 2009, Can J Cardiol 25:213-218). A diferencia de las
terapias existentes para la eritropoyesis ineficaz, los polipéptidos trampa de GDF tales como ActRIIB(L79D 25-131)-
mFc son capaces de reducir la hemocromatosis en modelos murinos mientras que, simultdneamente, aumentan los
niveles de RBC. Esta novedosa capacidad distingue a los polipéptidos trampa de GDF de las transfusiones de
sangre, que cargan inherentemente al cuerpo con hierro exégeno en el transcurso del tratamiento de la anemia y lo
hacen sin aliviar la afeccién subyacente de eritropoyesis ineficaz.
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REIVINDICACIONES

Polipéptido para su uso en el tratamiento de eritropoyesis ineficaz en un paciente con talasemia, en donde
el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 % idéntica a la secuencia
de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1, y en donde el polipéptido comprende un aminoacido &cido en la
posicién correspondiente a la posicidn 79 de SEQ ID NO: 1, en donde el polipéptido es capaz de unirse a
GDF8 y/o GDF11.

Polipéptido para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende una secuencia de
aminoécidos que es al menos el 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende una secuencia de
aminoécidos que es al menos el 98 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 29-109 de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a la secuencia de aminoé&cidos 29-109 de SEQ ID NO: 1, pero en donde el
polipéptido comprende un aminoacido 4cido en la posicién correspondiente a la posiciéon 79 de SEQ ID NO:
1.

Polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 % idéntica a la secuencia de aminoécidos
25-131 de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 95 % idéntica a la secuencia de aminoécidos
25-131 de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos 25-131 de SEQ ID NO: 1, pero en donde el polipéptido comprende
un aminoacido acido en la posicién correspondiente a la posicion 79 de SEQ ID NO: 1.

Polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el polipéptido es una
proteina de fusiéon que comprende un polipéptido de ActRIIB y un dominio Fc de inmunoglobulina.

Polipéptido para su uso segun la reivindicacién 8, en donde la proteina de fusién comprende ademas un
ligador no estructurado posicionado entre el dominio Fc y el polipéptido de ActRIIB.

Polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el
100 % idéntica a SEQ ID NO: 28.

Polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el polipéptido consiste
en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 28.

Polipéptido para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el aminoacido &cido
es acido aspartico (D) o acido glutadmico (E).

Polipéptido para su uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el paciente tiene
esplenomegalia.

Polipéptido para su uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el paciente tiene
hemocromatosis.
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La lista de referencias citadas por el solicitante es, Unicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del
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